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B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome (B-NHL) sind eine heterogene Gruppe klonaler 
hämatologischer Neoplasien, die aus peripheren B-Lymphozyten hervorgehen. Die heutige 
Standardtherapie ist eine Kombination von zytotoxischen Chemotherapeutika mit dem 
therapeutischen anti-CD20-Antikörper Rituximab (MabThera®, Roche). Bisher gilt die 
Hypothese, dass die anti-tumoralen Wirkungen von Rituximab in vivo vor allem auf den 
indirekten, immunologischen Wirkmechanismen der antikörperabhängigen zellvermittelten 
Zytotoxizität (ADCC, antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) und der 
komplementvermittelten Zytotoxizität (CDC, complement-dependent cytotoxicity) basieren. 
Über die direkten Wirkungen von Rituximab auf die intrazelluläre Signaltransduktion von B-
NHL ist bisher nur wenig bekannt. Anhand von humanen B-NHL-Zelllinien, einem B-NHL-
Xenotransplantationsmodel in immuninkompetenten NOD/SCID (non-obese diabetic/severe 
combined immunodeficiency)-Mäusen und primären Proben von B-NHL-Patienten wurde die 
Modulation der intrazellulären Signalwege von PI3K/Akt (phosphoinositide-3 kinase), MAPK 
(mitogen-activated kinase) und der Apoptosekaskade durch Rituximab in vitro und in vivo 
untersucht.  
Dabei konnte gezeigt werden, dass Rituximab über den klassischen Signalweg der 
Caspasenaktivierung direkt intrinsische, „mitochondriale“ Apoptose induziert. Allerdings 
zeigte ein Teil der untersuchten B-NHL eine zellintrinsische, primäre Resistenz gegenüber 
Rituximab. Diese Resistenz basierte auf einer verstärkten Expression der anti-apoptotischen 
Proteine Bcl-xL und Mcl-1 sowie auf einer konstitutiven Aktivierung der 
Serin/Threoninkinase Akt, die an der Regulation von Zellwachstum und an der Inhibition von 
Apoptose beteiligt ist. Durch therapeutische Modulation der anti-apoptotischen Proteine der 
Bcl-2-Familie mit dem BH3-Mimetikum ABT-737 oder der Inhibition der PI3K, einem 
essentiellen Aktivator von Akt, mit LY294002 konnten resistente B-NHL-Zelllinien 
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B-Lymphozyten sind Leukozyten (weiße Blutzellen) und gehören zum adaptiven, humoralen 
Immunsystem. Dabei sind sie beispielsweise an der Abwehr von körperfremden 
Mikroorganismen beteiligt. Die Entwicklung von B-Lymphozyten findet im Knochenmark 
aus pluripotenten Blutstammzellen statt. Innerhalb des Pro- und Prä-B-Zellstadiums kommt es 
zu der V(D)J (variable, diversity, joining, constant)-Rekombination von Genabschnitten der 
schweren und leichten Immunglobulinketten (IgH, heavy; IgL, light) (Küppers und Dalla-
Favera, 2001; Jung und Alt, 2004). Nach der erfolgreichen Rekombination exprimieren 
unreife B-Zellen membrangebundes IgM (Immunglobulin M) als B-Zell-Rezeptor (BCR, B-
cell receptor) auf ihrer Zelloberfläche. Durch alternatives Spleißen werden IgD-Rezeptoren 
ausgebildet. Die somit vollständig ausgereiften, naiven B-Lymphozyten verlassen das 
Knochenmark und zirkulieren im Blut oder in peripheren lymphatischen Organen, wie der 
Milz, Thymus, Lymphknoten oder Knochenmark.  
Mithilfe der Antigenbindestelle (CDR, complementary determining region) innerhalb des 
Fab-Fragments (fragment antigen binding) des entsprechenden B-Zell-Rezeptors werden 
körperfremde Antigene erkannt (Abb. 1.1). Nach der Aktivierung durch Antigen-spezifische 
T-Helferzellen kommt es zur Ausbildung eines Keimzentrums im Lymphknoten oder der 
Milz. Dort findet Selektion, klonale Proliferation und Differenzierung der aktivierten B-
Zellen zu Antikörper-produzierenden Plasmazellen oder B-Gedächtniszellen statt (Abb. 1.2). 
Bei der somatischen Hypermutation werden Punktmutationen in die für variable 
Immunglobulinketten (IgV)-kodierenden Genabschnitten eingeführt. Nach positiver und 
negativer Selektion produzieren diese B-Zellen BCR beziehungsweise Antikörper mit höherer 
Affinität zum Antigen (Allen et al., 2007; Rajewsky, 1996).  
Des Weiteren kommt es während der Keimzentrumsreaktion zum Klassenwechsel, bei dem 
der konstante Teil der schweren Kette des Antikörpers (Fc, fragment constant) durch 
Rekombination ausgetauscht wird (Abb. 1.1). Dadurch ändert sich der Isotyp des Antikörpers 
von IgM zu IgG, IgA oder IgE, wodurch die immunologischen Effektorfunktionen verändert 




werden. Das Fc-Fragment ist beispielsweise für die Opsonierung von Bakterien zur 
Phagozytose, für die Neutralisation von Toxinen sowie für die Aktivierung des 




Abbildung 1.1 Struktur des Immunglobulin G. Das IgG-Molekül (ca. 150 kDa) besteht aus zwei leichten (L, 
light) (dunkelgrau) und zwei schweren (H, heavy) Ketten (hellgrau). Das Fab-Fragment enthält die variablen 
Teile (Fv, fragment variable) des Antikörpers mit den Antigenbindestellen (CDR, complementary determining 
regions). Das Fc-Fragment (fragment constant) ist der konstante Teil des Antikörpers, der für die 
immunologischen Wirkmechanismen verantwortlich ist. Alle Ketten des Antikörpers sind durch Disulfidbrücken 





B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome (B-NHL) sind eine heterogene Gruppe klonaler, maligner 
hämatologischer Neoplasien, die aus peripheren B-Lymphozyten hervorgehen. Sie treten mit 
einer Inzidenz von 5 - 10 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner im Jahr in Deutschland 
auf und zeigen eine gesteigerte Häufigkeit zwischen dem 50. und 70. Lebensjahr. Die 5-
Jahres-Überlebensrate von B-NHL-Patienten beträgt in Deutschland ca. 50 %, wobei diese 
durch den histologischen Subtyp determiniert ist (Deutsches Krebsregister, Robert-Koch-
Institut). Abhängig vom Lymphomsubtyp manifestieren sie sich vor allem in Lymphknoten 
sowie in anderen lymphatischen Organen oder im Blut (leukämisch).  
Die klinischen Symptome von B-NHL sind durch Lymphknotenschwellung, 
Leistungsminderung, Müdigkeit, Fieber, Nachtschweiß, Infektanfälligkeit und 
Blutveränderungen gekennzeichnet. Anhand operativ entfernter Lymphknoten oder 
Feinnadelbiopsien erfolgt die Diagnostik anhand morphologischer Kriterien und 




Immunphänotypisierung. Die Einteilung in klinische Stadien wird mittels bildgebender 
Verfahren (Computertomographie, Röntgen, Sonographie) ermittelt sowie gegebenenfalls 
durch Knochenmarkbiopsie (Michl, 2005).  
Die Klassifikation maligner Lymphome erfolgt nach zellmorphologischen, immunologischen 
und genetischen Merkmalen anhand der Richtlinien der Weltgesundheitsorganisation (WHO) 
(Harris et al., 1999; Jaffe et al., 2001). Das follikuläre Lymphom (FL) ist ein niedrigmalignes 
Lymphom mit indolentem Krankheitsverlauf, das nur in frühen Stadien kurativ therapierbar 
ist. Die chronisch lymphatische Leukämie (B-CLL) zählt auch zu den indolenten B-NHL, 
zeigt aber einen leukämischen Verlauf. Hochmaligne B-NHL, wie das diffus großzellige 
Lymphom (DLBCL, diffuse large B-cell lymphom) oder das Burkitt-Lymphom, sind 
aggressiver, aber kurativ therapierbar. Die Anwendung von Genexpressionsanalysen erlaubt 
eine weitere Klassifikation der B-NHL-Subtypen und prognostische Aussagen über 
Krankheitsverlauf oder Therapieansprechen (Jais et al., 2008; Lenz et al., 2008).  
 
 
1.1.3 Molekulare Ursachen der Entstehung von B-Zell-Non-Hodgkin-
Lymphomen  
 
Aufgrund von Fehlern während der V(D)J-Rekombination, dem Klassenwechsel oder der 
somatischen Hypermutation während der B-Zell-Reifung, Aktivierung oder Differenzierung 
kann es zu abweichenden chromosomalen Translokationen sowie zu Mutationen kommen, bei 
denen Onkogene, Tumorsuppressorgene oder Zellzyklusregulatoren betroffen sein können 
(Abb. 1.2).  
Eine charakteristische chromosomale Translokationen für das follikuläre Lymphom ist die 
Translokation der Chromosomen 14 und 18 (t(14;18)), bei der das anti-apoptotische Gen   
Bcl-2 (B-cell-lymphoma 2) unter Kontrolle des starken Promotors der schweren 
Immunglobulinkette dereguliert exprimiert wird. Charakteristisch für das Mantelzelllymphom 
(MCL, mantle cell lymphom) ist eine t(11;18) Translokation mit Überexpression des 
Zellzyklusregulators Cyclin D1. Das Burkitt-Lymphom und das DLBCL weisen 
beispielsweise eine Überexpression des Transkriptionsfaktors c-Myc aufgrund einer t(8;14) 
Translokation auf, wodurch verschiedene proliferationsaktivierende Gene unter der Kontrolle 
von c-Myc dereguliert werden (Küppers et al., 1999; Küppers, 2005; Lenz et al., 2007; 
Pelengaris et al., 2002). 




Weitere transformierende Ereignisse, wie z.B. die Aktivierung von Onkogenen oder die 
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen, sind erforderlich, damit es zur malignen Entartung 
des jeweiligen B-Zell-Klons und zur Entstehung von B-Zell-Lymphomen kommt. Bisher 
konnten in B-NHL Mutationen in den Genen für das Tumorsuppressorprotein p53, den 
Todesrezeptor CD95, den Transkriptionsfaktor Bcl-6, den Inhibitor von κB (IκBA) und 
BLIMP1 (B-lymphocyte-induced maturation protein 1) identifiziert werden (Gaidano et al., 
1991; Gronbaek et al., 1998; Pasqualucci et al., 1998; Müschen et al., 2000; Pasqualucci et al., 






















Abbildung 1.2 Schematische Darstellung des zellulären Ursprungs von B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphomen 
(B-NHL) im Keimzentrum von Lymphknoten oder Milz. Nach der Erkennung von Fremdantigenen und der 
Aktivierung durch Antigen-spezifische T-Lymphozyten erfolgt die klonale Proliferation, Selektion und 
Differenzierung des jeweiligen B-Zell-Klons innerhalb der Keimzentrumsreaktion. Das Keimzentrum besteht 
aus drei Schichten, der Marginalzone (nur in der Milz vorhanden), der Mantelzone und dem Keimfollikel, die 
während der B-Zell-Differenzierung durchlaufen werden. Kommt es dabei zu Fehlern bei der somatischen 
Hypermutation oder Rekombination der Immunglobulinketten, können klonale, maligne transformierte B-
Lymphozyten entstehen. Das resultierende B-Zell-Lymphom weist den jeweiligen Differenzierungsgrad und 
Phänotyp der Ursprungszelle auf (B-CLL – B-Zell-chronisch lymphatische Leukämie, MCL – 
Mantelzelllymphom, DLBCL – diffus großzelliges B-Zell-Lymphom, FL – follikuläres Lymphom). 
 
 
In den letzten Jahren konnten außerdem fehlerhaft regulierte, intrazelluläre Signalwege in B-
NHL mithilfe genomweiter Untersuchungen identifiziert und funktionell bestätigt werden. 
Dazu gehören beispielsweise die Signalwege von NF-κB (nuclear factor-kappa B), STAT3 
(signal transducer and activator of transcription 3) und der Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K), 
die zu einem gesteigerten Zellwachstum und zu Therapieresistenz führen (Hömig-Hölzel et 
al., 2008; Kim et al., 2008; Lam et al., 2008; Leseux et al., 2006; Uddin et al., 2006). 




1.1.4 Immunochemotherapie von B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphomen 
 
Die Standardtherapie für Patienten mit fortgeschrittenen, reifen B-NHL ist eine 
Immunochemotherapie bestehend aus dem anti-CD20-Antikörper Rituximab und 
zytotoxischer Chemotherapeutika (R-CHOP-Schema: Cyclophosphamid, Doxorubicin/ 
Hydroxydaunorubicin, Vincristin/Oncovin, Prednisolon). Aufgrund der 
chemosensitivierenden Wirkung von Rituximab wird durch diese Kombinationstherapie das 
Ansprechen der Patienten verbessert und das ereignisfreie sowie das Gesamtüberleben im 
Vergleich zur alleinigen Chemotherapie verbessert (Abb. 1.3). Allerdings sprechen auch auf 
diese Therapie nur ca. 70 - 80 % der B-NHL-Patienten an. Das bedeutet, dass ein Teil der B-
Zell-Lymphome eine primäre Resistenz gegenüber Rituximab-basierten Therapien aufweisen 




Abbildung 1.3 Vergleich des ereignisfreien Überlebens von B-NHL-Patienten, die mit konventioneller 
Chemotherapie (CHOP) oder mit Rituximab-basierter Immunochemotherapie (R-CHOP) behandelt 













Die zielgerichtete Tumortherapie mit therapeutischen Antikörpern oder Proteinkinase-
Inhibitoren ist im Vergleich zur konventionellen Chemotherapie und Bestrahlung ein neuer, 
spezifischerer Ansatz, um vorrangig Tumorzellen im Patienten therapeutisch abzutöten (Imai 
und Takaoka, 2006). Therapeutische Antikörper erkennen antigentragende Zellen und machen 
diese wieder für das Immunsystem „sichtbar“. Dabei erkennt das Fab-Fragment des 
Antikörpers mithilfe der CDR spezifisch das korrespondierende Antigen auf der 
Zelloberfläche und das Fc-Fragment des gebundenen Antikörpers aktiviert das Immunsystem 
(Abb. 1.1). Das Fc-Fragment wird beispielsweise von mononukleären Zellen mithilfe deren 
Fc-Rezeptoren oder von Komplementkomponenten erkannt (Abb. 1.5B).  
Für therapeutische Antikörper wird vor allem die Antikörperklasse IgG1 (Immunglobulin G1) 
verwendet, da diese am stärksten das Komplementystem oder Immuneffektorzellen 
aktivieren. IgG1-Antikörper besitzen ein Molekulargewicht von ca. 150 kDa und bestehen aus 
zwei leichten und zwei schweren Ketten mit jeweils konstanter und variabler Region, die 
durch Disulfidbrücken verbunden sind (Abb. 1.1). 
Ideale Zielstrukturen auf Tumorzellen für die Antikörpertherapie sind 
Zelloberflächenproteine, die nicht internalisiert, verändert oder als lösliche Form von der 
Zelloberfläche abgelöst werden. 1986 wurde der erste therapeutische Antikörper, der murine 
anti-CD3 Antikörper Muromonab (Orthoclone OKT-3), von der US Food and Drug 
Administration (FDA) zur immunsuppressiven Therapie bei Organtransplantationen 
zugelassen. 1997 folgte die Zulassung des ersten therapeutischen Antikörpers für die 
Behandlung von onkologischen Erkrankungen. Der chimäre anti-CD20 Antikörper Rituximab 
(MabThera®, Roche) wurde für die Therapie von CD20-positiven, refraktären B-NHL 
zugelassen (Cheson und Leonard, 2008; Maloney et al., 1997). Inzwischen erfolgt der Einsatz 
von Rituximab auch bei der Therapie von anderen B-Zell-bedingten Erkrankungen, wie z.B. 








1.2.2 Struktur und Funktion von CD20 
 
Das Zielmolekül von Rituximab, der Pan-B-Zell-Marker CD20 (cluster of differentiation 20) 
wird nur auf unreifen, reifen und malignen B-Lymphozyten, nicht aber auf hämatopoietischen 
Stammzellen, Pro-B-Zellen oder Antikörper-produzierenden Plasmazellen exprimiert (Nadler 
et al., 1981; Stashenko et al., 1980). CD20 ist ein ideales Zielantigen für die Behandlung mit 
therapeutischen Antikörpern, da es von den B-NHL nicht sezerniert, internalisiert oder 
herunterreguliert wird.  
Über die Struktur und Funktion des 37 kDa-großen Phosphoproteins ist bisher nur wenig 
bekannt. Auch Mäuse mit gezielter genetischer Ablation von CD20 zeigen einen weitgehend 
normalen Phänotyp (O'Keefe et al., 1998). CD20 gehört zu der Tetraspanin-Proteinfamilie 
MS4A (membrane spanning 4A), die oligomere Komplexe innerhalb der Zellmembran bilden 
(Abb. 1.4A) (Ishibashi et al., 2001).  
Die gegenwärtige Hypothese zur Funktion von CD20 beschreibt eine Beteiligung an der B-
Zell-Entwicklung, Aktivierung und Differenzierung als extrazellulärer Calcium-Kanal bei der 
BCR-Signaltransduktion (Polyak und Deans, 2002; Tedder et al., 1989). Nach Bindung von 
Fremdantigen an den B-Zell-Rezeptor werden intrazelluläre Signalwege, wie z.B. 
Phospholipase-Cγ2 (PLCγ2) und Proteinkinase-Cβ (PKCβ) sowie die MAPK (mitogen-
activated protein kinase) ERK1/2 (extracellular receptor kinase) und JNK (c-Jun NH2-
terminal kinase), aktiviert (Hsueh und Scheuermann, 2000; Kurosaki, 2002; Pierce, 2002). 
Daraufhin kommt es zum Ausströmen von Calcium-Ionen aus dem endoplasmatischen 
Retikulum (ER) in das Zytoplasma und zusätzlich zum Einströmen von extrazellulärem 
Calcium durch Liganden-abhängige Calcium-Kanäle (SOC, store-operated channel) in der 
Zellmembran, zu denen auch CD20 gehören soll. Das zytoplasmatische Calcium aktiviert 
verschiedene intrazelluläre Signalwege, wie z.B. die Calmodulin-Kinase II (CaMKII) oder die 
Proteinkinase C (Abb. 1.4B). Die erfolgreiche Antigenerkennung führt über die BCR-
Signaltransduktion zur B-Zell-Aktivierung und klonalen Expansion (Petrie und Deans, 2002; 
Polyak et al., 2008; Scharenberg et al., 2007; Walshe et al., 2008). Fehlerhafte 



























Abbildung 1.4 A) Hypothetisches Modell der Struktur von CD20 innerhalb der Zellmembran und B) B-
Zell-Rezeptor Signaltransduktion. (A) Die Struktur des Pan-B-Zell-Markers CD20, basierend auf Vorhersagen 
anhand der cDNA Sequenz, besteht aus vier Transmembrandomänen, sowie einer kleinen extrazellulären 
Domäne und intrazellulärem N- und C-Terminus (Ernst et al., 2006). (B) Mithilfe des BCR-Komplexes 
bestehend aus membrangebundem IgM oder IgD sowie assoziierten Igα/β-Molekülen, erkennen B-Zellen 
Fremdantigene. Über die intrazellulären Signalwege von Phospholipase Cγ2, Proteinkinase Cβ und MAPK 
werden B-Zellen aktiviert. 
 
 
1.2.3 Direkte und indirekte Wirkmechanismen von Rituximab 
 
Rituximab erkennt ein diskontinuierliches Epitop innerhalb der extrazellulären Domäne von 
CD20, welches von den Aminosäuren 170ANPS173 gebildet wird (Binder et al., 2006; Polyak 
und Deans, 2002) (Abb. 1.4A). Durch die Bindung von Rituximab an CD20 werden 
intrazelluläre Signalkaskaden beeinflusst sowie die B-NHL für das Immunsystem sichtbar 
gemacht.  
Bisher bekannte, direkte Wirkmechanismen von Rituximab sind die Translokation von CD20 
in cholesterinreiche Mikrodomänen der Zellmembran, die sogenannten lipid rafts, und 
daraufhin folgend  eine Modulation der intrazellulären Signalwege von NF-κB, der MAPK 
ERK1/2 und p38 sowie der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K). Dadurch soll es zur 
Hemmung der Proliferation, zur Einleitung des programmierten Zelltodes (Apoptose) und zur 
Chemosensitivierung der B-NHL-Zellen kommen (Abb. 1.5A) (Bezombes et al., 2004; 
Bonavida, 2007; Janas et al., 2005; Jazirehi et al., 2003; Jazirehi et al., 2004b; Jazirehi et al., 
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2004a; Jazirehi et al., 2007; Suzuki et al., 2007; Tedder und Engel, 1994; Vega et al., 2004). 
Allerdings ist die Rituximab-induzierte intrazelluläre Signaltransduktion und Apoptose noch 










































Abbildung 1.5 A) Direkte und B) indirekte Wirkmechanismen von Rituximab. (A) Die Bindung von 
Rituximab an CD20 auf den B-NHL führt zur Modulation der intrazellulären Signalwege von NF-kB, p38 
MAPK, ERK1/2 und PI3K. Des Weiteren kommt es zum Anstieg von Calcium-Ionen im Zytoplasma und 
Inhibition von anti-apoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie. Die Änderung der intrazellulären 
Signaltransduktion führt zur Induktion des intrinsischen Apoptosesignalwegs, zur Inhibition der Proliferation 
und zur Chemosensitivierung. (B)  Des Weiteren wird das Fc-Fragment des gebundenen Rituximab von 
verschiedenen Immuneffektoren erkannt. Mithilfe von Fc-Rezeptoren (FcR) erkennen mononukleäre Zellen, wie 
natürliche Killerzellen (NK) oder Makrophagen (MØ), die markierte Tumorzelle und induzieren 
antikörperabhängige, zellvermittelte Zytotoxizität (ADCC). Dabei werden die Zielzellen mittels Perforin oder 
Granzym lysiert sowie die extrinsische Apoptose über Fas-Liganden oder Tumornekrosefaktor (TNF) induziert. 
Das Fc-Fragment von Rituximab wird außerdem von der Komplementkomponente C1q erkannt. Dadurch wird 
die  klassische Komplementkaskade eingeleitet und führt zur Bildung des Membranangriffskomplexes (MAC) 
und zur Lyse der Tumorzelle (komplementvermittelte Zytotoxizität, CDC).   
 
 
Bisher gilt die Hypothese, dass die antitumoralen Wirkungen von Rituximab in vivo vor allem 
auf den indirekten Wirkmechanismen der antikörperabhängigen, zellvermittelten Lyse der 
Zielzelle (ADCC, antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) und der 
komplementabhängigen Zellllyse (CDC, complement-dependent cytotoxicity) basieren (Cragg 
und Glennie, 2004). Bei der ADCC erkennen Immuneffektorzellen, wie z.B. Natürliche 
Killerzellen (NK)-Zellen oder Makrophagen, den Fc-Teil des gebundenen Antikörpers 
mithilfe ihrer Fc-Rezeptoren. Dies induziert über Freisetzung von Perforin und Granzym die 
Lyse der Tumorzelle. Des Weiteren kann durch die Immuneffektorzellen über den 
Todesrezeptor Fas (CD95) oder den Tumornekrosefaktor (TNF) der extrinsische 
Apoptosesignalweg in den B-NHL-Zellen induziert werden (Abb. 1.5B) (Fischer et al., 2006; 
Macor et al., 2007; Wang et al., 2008).  
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Die CDC ist ein weiterer indirekter Mechanismus, durch den Rituximab-markierte 
Tumorzellen lysiert werden können. Das Fc-Fragment von Rituximab wird von der 
Komplementkomponente C1q erkannt und darüber der klassische Komplementsignalweg 
eingeleitet, der zur Bildung des Membranangriffskomplexes (MAC, membrane attack 
complex) führt (Abb. 1.5B) (Di Gaetano et al., 2003; Golay et al., 2000; Zhou et al., 2008). 
Die relative Bedeutung dieser direkten und indirekten Wirkmechanismen von Rituximab in 
vivo wird gegenwärtig kontrovers diskutiert (Cragg und Glennie, 2004; Manches et al., 2003; 




1.3 Resistenzmechanismen gegenüber Rituximab-Therapie 
1.3.1 Molekulare Ursachen für die Rituximab-Resistenz 
 
Neben der primären Resistenz gegenüber Rituximab-Behandlung von B-NHL-Patienten 
(siehe Abschnitt 1.1.4) konnten in vitro auch sekundäre Resistenzen beobachtet werden 
(Coiffier et al., 2002; Jazirehi et al., 2007; Pfreundschuh et al., 2006; Suzuki et al., 2007; 
Tomita et al., 2007). Die Ursachen für diese Resistenzen sind bisher unbekannt.  
Mögliche Ursachen einer Rituximab-Resistenz könnten auf der Änderungen der CD20-
Expression und Konformation sowie auf dem Verlust der Erkennung durch Immuneffektoren 
beruhen (Bannerji et al., 2003; Czuczman et al., 2008; Mankai et al., 2008; Müller et al., 
2008; Winiarska et al., 2008). Bei letzterem beeinflusst der genetische Hindergrund der 
Patienten den Therapieerfolg. Ein Beispiel dafür sind Fc-Rezeptor-Polymorphismen, welche 
die Effektivität der ADCC beeinflussen können (Dall'Ozzo et al., 2004; Hatjiharissi et al., 
2007; Kim et al., 2006; Nimmerjahn und Ravetch, 2008). Bei einzelnen Patienten wurde auch 
die Herunterregulation oder der Verlust von CD20 nach Rituximab-Therapie beschrieben 
(Haidar et al., 2003; Kennedy et al., 2002; Tomita et al., 2007; varo-Naranjo et al., 2003).  
Generelle tumorzellintrinsische Resistenzmechanismen gegenüber Tumortherapien basieren 
vorrangig auf der Änderung von intrazellulären Signalwegen, die das Zellwachstum 
aktivieren und die Apoptose inhibieren. Auf die zentralen, intrazellulären Signalwege von 
PI3K, MAPK und intrinsischer Apoptose, die möglicherweise an einer Resistenz gegenüber 
Rituximab beteiligt sind, wird in den nachfolgenden Kapiteln näher eingegangen. 
 




1.3.2 Intrinsischer Signalweg der apoptotischen Caspasenaktivierung 
 
Der programmierte Zelltod (Apoptose) kann entweder über den extrinsischen oder den 
intrinsischen, „mitochondrialen“ Signalweg aktiviert werden (Abb. 1.6). Dabei wird die 
Apoptose durch verschiedene Signale, wie z.B. DNA-Schäden, extrazelluläre oder 
intrazelluläre Stressfaktoren sowie durch Immunzellen, eingeleitet. Morphologische 
Merkmale apoptotischer Zellen sind charakteristische Membranveränderungen, Verkleinerung 
der Zellen, Chromatinkondensation, Degradation chromosomaler DNA und die Bildung von 
apoptotischen Körperchen, die durch Makrophagen phagozytiert werden. Dieses Prinzip 
macht man sich bei der Tumortherapie zunutze und versucht gezielt Apoptose in Tumorzellen 
zu induzieren.  
Der intrinsische Apoptosesignalweg wird durch die pro- und anti-apoptotischen Proteine der 
Bcl-2-Familie reguliert. Dazu gehören die pro-apoptotischen BH1-2-3 (Bcl-2 homology 
domain 1-2-3)–Proteine Bak (Bcl-2 homologous antagonist/killer) und Bax (Bcl-2 associated 
x protein), die pro-apoptotischen BH3-only Proteine sowie die anti-apoptotischen Proteinen 
Bcl-2, Bcl-xL (B-cell leukemia/lymphoma xL), Mcl-1 (myeloid cell leukaemia) und Bfl-1 
(BCL2A1, Bcl-2 related protein A1) (Abb. 1.6) (Alfredsson et al., 2005; Cory und Adams, 
2002; Green und Kroemer, 2004; Strasser, 2005; Youle und Strasser, 2008; Zhuang und 
Brady, 2006).  
Bak und Bax bilden durch Homo- und Heterodimerisierung Poren in der äußeren 
mitochondrialen Membran (MOMP, mitochondrial outer membrane permeabilization). 
Dadurch strömt pro-apoptotisches SMAC (second mitochondria-derived activator of 
caspase), AIF (apoptosis-inducing factor) und Cytochrom c aus dem Membranzwischenraum 
der Mitochondrien in das Zytoplasma. Cytochrom c induziert zusammen mit 
Desoxyadenosin-5'-triphosphat (dATP) die Ausbildung des Apoptosomkomplexes bestehend 
aus APAF1 (apoptotic protease activating factor 1) und der Caspase-9 (cysteinyl-aspartate 
specific protease 9), wodurch die Effektorcaspase-3 gespalten und aktiviert wird (Cory und 
Adams, 2002; Fesik, 2005; Igney und Krammer, 2002). Nach Dimerisierung spaltet aktive 
Caspase-3 z.B. das DNA-Reparaturenzym PARP (Poly-ADP-Ribose-Polymerase), den 
Zellzyklusinhibitor PAK2 (p21-activated kinase 2), die Lamine der Zellkernmembran, den 
DNA-Fragmentierungsfaktor (DFF) und den Inhibitor der DNase CAD (ICAD, inhibitor of 
caspase activated DNase) (Abb. 1.6) (Hengartner, 2000). Das führt zu den bereits 
beschriebenen charakteristischen morphologischen Veränderungen apoptotischer Zellen. 
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Abbildung 1.6 Extrinsische und intrinsische Apoptosesignalweg. Der programmierte Zelltod kann entweder 
extrazellulär über Todesrezeptoren (z.B. Fas) und der Bildung des DISC (death inducing signaling complex) 
induziert werden oder intrazellulär z.B. über DNA-Schäden (p53) oder die Stresskinasen (JNK, p38). Der 
intrinsische Apoptosesignalweg ist durch die pro- und anti-apoptotischen Proteine der Bcl-2-Familie reguliert. 
Nach Induktion der intrinsischen Apoptose kommt es zur Porenbildung in der Mitochondrienmembran durch 
Bak und Bax und zum Ausstrom von Cytochrom c in das Zytoplasma. Durch die Bildung des Apoptosom-




Intrinsische Apoptoseresistenzen von Tumorzellen beruhen größtenteils auf einer erhöhten 
Expression der anti-apoptotischen Proteine Bcl-xL, Bcl-2 oder Mcl-1, einer Inhibition der pro-
apoptotischen Proteine Bak, Bax sowie der pro-apoptotischen BH3-only Proteine Bim (Bcl-2-
interacting mediator of cell death), Bid (BH3 interacting domain death agonist), Bik (Bcl-2-
interacting killer) oder Bad (Bcl-2-antagonist of cell death) (Berns et al., 2007; Hanahan und 
Weinberg, 2000; Igney und Krammer, 2002; Wobser et al., 2007). Bisher beschriebene 
molekulare Resistenzmechanismen gegenüber Rituximab implizieren eine reduzierte 
Expression der pro-apoptotischen Proteine Bak und Bax sowie eine Hochregulation der anti-
apoptotischen Proteine Bcl-xL und Mcl-1 (Bonavida, 2007; Hussain et al., 2007; Olejniczak et 
al., 2008).  
 






Der PI3K/Akt-Signalweg reguliert zentral die Aktivierung der Proteinsynthese, des 
Zellwachstums und der Apoptosehemmung. Die Lipidkinase PI3K wird durch verschiedene 
Rezeptortyrosinkinasen (RTK), der Phospholipase C, der Janus-Kinase (JAK) oder der 
GTPase Ras aktiviert und gibt intrazellulär das Signal über Phosphorylierung von 
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate (PIP2) zu Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphate 
(PIP3) weiter. Das PIP3 wird von der PH-Domäne (pleckstrin homology domain) der 
Serin/Threoninkinase Akt (Proteinkinase B) und PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase 
1) gebunden. Daraufhin wird Akt von PDK1 an der Aminosäure Threonin-308 und durch 
mTORC2/Rictor (mammalian target of rapamycin complex 2) an Serin-473 phosphoryliert 
und aktiviert. Die PI3K-abhängige Aktivierung von Akt wird durch den Tumorsuppressor 
PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10) inhibiert, indem 
PTEN PIP3 wieder zu PIP2 dephosphoryliert (Abb. 1.7) (Carracedo und Pandolfi, 2008). 
Innerhalb der intrazellulären Signaltransduktion inhibiert oder aktiviert Akt über 
Phosphorylierung verschiedene Proteine, die am Zellzyklus oder der Apoptose beteiligt sind. 
Beispielsweise werden die cdk (cyclin-dependent kinase)-Inhibitoren p21 und p27 sowie das 
Protoonkogen Cyclin D1, ein Regulator des G1-S-Zellzyklusübergangs, durch Akt reguliert 
und dadurch das Zellwachstum aktiviert. Des Weiteren inhibiert Akt direkt die pro-
apoptotischen Proteine Bad, Bax und wahrscheinlich auch Caspase-9, wodurch die Apoptose 
gehemmt wird (Abb. 1.7) (Bader et al., 2005; Carracedo und Pandolfi, 2008; Cully et al., 






























Inhibition der Apoptose  
Abbildung 1.7 Phosphoinositol-3-Kinase/Akt-Signalweg. Extrazelluläre Wachstumsfaktorsignale sowie 
intrazelluläre Signalwege aktivieren die Lipidkinase PI3K, was zur Aktivierung der Proteinkinase Akt führt. Akt 
reguliert zentral die Aktivität verschiedener Proteine, die am Zellzyklus und der Apoptose beteiligt sind. 
Dadurch wird das Zellwachstum gesteigert und die Hemmung der Apoptose eingeleitet. 
 
 
Häufig zeigen Tumore eine konstitutive Aktivierung des onkogenen PI3K-Signalweges. Dies 
kann entweder auf Mutationen innerhalb der katalytischen Domäne der PI3K (p110) oder auf 
dem Verlust von PTEN basieren (Bader et al., 2005; Uddin et al., 2006; Yuan und Cantley, 
2008). Präklinische und klinische Studien untersuchen derzeit verschiedene PI3K- und Akt-
Inhibitoren auf ihre Wirksamkeit bei der Behandlung von verschiedenen Tumoren (Garcia-
Echeverria und Sellers, 2008). 
Über den Einfluss von Rituximab auf den PI3K/Akt-Signalweg in vitro und in vivo ist bisher 
nur wenig bekannt. Anhand von Rituximab-resistenten B-NHL-Zellklonen konnte in vitro 
gezeigt werden, dass Rituximab die konstitutive Aktivierung von Akt hemmen und die 
resistenten B-NHL-Zelllinien gegenüber Zytostatika sensitivieren kann (Suzuki et al., 2007; 









1.3.4 Mitogen-aktivierter Proteinkinase-Signalweg 
 
Der MAPK-Signalweg ist ein mehrstufiger intrazellulärer Signaltransduktionsweg, der an der 
Regulation von Zellwachstum, Differenzierung und Apoptose beteiligt ist. Der ERK1/2-
Signalweg wird durch extrazelluläre Wachstumsfaktoren induziert. Intrazellulär erfolgt die 
Signaltransduktion über die onkogene GTPase Ras, die MAPK-Kinase-Kinase (MKKK)       
c-Raf und die dual-spezifischen Kinasen MEK1/2 an ERK1/2 weiter gegeben. ERK1/2 
phosphoryliert verschiedene Transkriptionsfaktoren und aktiviert dadurch Zellwachstum und 
Differenzierung (Abb. 1.8).  
Die Stresskinasen p38 und JNK werden  ebenfalls über MAPK-Kinasen (MKK) aktiviert und 
leiten durch Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren die Stressantwort, Entzündung und 
Apoptose ein (Abb. 1.8) (Gallo und Johnson, 2002; Sahai und Marshall, 2002; Sebolt-
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Abbildung 1.8 MAPK-Signalwege ERK1/2, p38 und JNK. Der mehrstufige MAPK-Signalweg leitet 
extrazelluläre Signale von Wachstumsfaktoren oder Zytokinen intrazellulär weiter. Innerhalb des ERK1/2-
Signalwegs werden die extrazellulären Wachstumssignale wird über die GTPase Ras, die Proteinkinase c-Raf 
und MEK1 an ERK1/2 weiter geleitet. ERK1/2 reguliert verschiedene Transkriptionsfaktoren, wodurch das 
Zellwachstum und Differenzierung eingeleitet wird. Die beiden MAPK-Signalwege p38 und JNK werden durch 
Zytokine oder extrazelluläre Stresssignale über den MAPK-Kinase-Kinase (MKKK)-Signalwege aktiviert und 
induzieren über die Regulation von verschiedenen Transkriptionsfaktoren eine Stressantwort, 
Entzündungsreaktion oder Apoptose. 
 
 




Über die Regulation der MAPK-Signalwege durch Rituximab ist bisher ebenfalls nur wenig 
bekannt und die Ergebnisse sind teilweise kontrovers. Von Pedersen et al. (2002) wurde 
beschrieben, dass Rituximab die Aktivierung der MAPK ERK1/2, p38 und JNK induziert. 
Andere Gruppen fanden, dass Rituximab hemmend auf den ERK1/2- und p38 MAPK-
Signalweg in B-NHL über RKIP (Raf kinase inhibitor protein) oder in B-CLL über PKCζ 
wirkt (Jazirehi et al., 2004b; Leseux et al., 2008; Vega et al., 2004).  
In vitro erzeugte, Rituximab-resistente B-NHL-Zellklone, die durch Langzeitkultivierung mit 
suboptimalen Konzentrationen von Rituximab sekundäre Resistenzen entwickelten, zeigten 
eine Hyperaktivierung der Signalwege von ERK1/2 und p38 (Jazirehi et al., 2007; Suzuki et 
al., 2007). Diese Arbeiten zeigen, dass Rituximab die MAPK-Signalwege modulieren kann 
und wahrscheinlich über diesen Signaleweg die B-NHL-Zellen in vitro chemosensitiviert. 
Inwieweit diese Modulation einen Einfluß auf das Zellüberleben, Wachstum oder Apoptose 
hat, muß noch weiter aufgeklärt werden. 
   
 
1.4 Hypothesen und Zielsetzung 
 
Um die Therapie von B-NHL-Patienten zu verbessern, ist es wichtig, die Effektorfunktionen 
von Rituximab und mögliche Resistenzmechanismen zu kennen. Rituximab wird seit mehr als 
10 Jahren erfolgreich für die Behandlung von B-NHL-Patienten eingesetzt, ohne dass die 
direkten und indirekten Wirkmechanismen vollständig aufgeklärt sind. Auch wurden 
Resistenzen gegenüber Rituximab-Therapie von B-NHL beobachtet, die nicht durch den 
Verlust des CD20 Antigens zu erklären sind. 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist eine molekulare Charakterisierung direkter 
Wirkmechanismen von Rituximab, mit Fokus auf der intrinsischen Apoptose und der 
Modulation intrazellulärer Signaltransduktionswege. Dafür soll die Sensitivität von 
verschiedenen B-NHL-Zelllinien gegenüber Rituximab-Behandlung in vitro verglichen und 
die molekularen Ursachen von bestehenden Resistenzen gegenüber Rituximab aufgeklärt 
werden. Die identifizierten Resistenzmechanismen sollen in einem B-NHL-
Xenotransplantationsmodell in immuninkompetenten NOD/SCID-Mäusen in vivo sowie 
anhand primärer Proben von Rituximab-behandelten B-NHL-Patienten validiert werden. In 
darauf basierenden Untersuchungen soll nach Möglichkeiten zur Sensitivierung von 
Rituximab-resistenten B-NHL in vitro und in vivo gesucht werden. 
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Geräte        Firma 
Bestrahlungsgerät: Typ CDCK 4905 CS 137  GE Healthcare Buchler, 
Braunschweig 
Chemilumineszenzdetektion: Chemi-Smart 5100  Vilber Lourmat, Eberhardzell 
Durchflusszytometer: BD FACSCantoTM II   Becton Dickinson, Heidelberg 
Durchflusszytometer: FC 500    Beckman Coulter, Krefeld 
Elektrophorese: B2      PeqLab, Erlangen 
Elektrophorese: Mini Protean 2    BioRad, München 
ELISA-Reader: Microplate Reader Model 680  BioRad, München 
Fluoresezenzassoziierter Zellsorter: BD FACSAriaTM  Becton Dickinson, Heidelberg 
Geldokumentation: BIO VISIO +300   Vilber Lourmat, Eberhardzell 
Tank-Blot-System: Mini Trans-Blot Cell   BioRad, München 
N2-Tank-System      Consarctic, Schöllkrippen 
7300 Real-Time PCR System    Applied Biosystem, Darmstadt 
Thermocycler: iCycler      BioRad, München 
 
 
2.1.2  Chemikalien 
 
Chemikalie       Firma 
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsäure  Roth, Karlsruhe 
(HEPES) 
Acrylamidlösung (30 %ig, mit 0,8 % Bisacrylamid) Roth, Karlsruhe 
 Rothiphorese® Gel 30 
Agarose       Invitrogen, Karlsruhe 
Ammoniumacetat (NH4Ac)     Roth, Karlsruhe 
Ammoniumpersulfat (APS)     Roth, Karlsruhe 
Calciumchlorid (CaCl2)     Roth, Karlsruhe 
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-  Roth, Karlsruhe 
propanesulfonate (CHAPS)   
Cytochrom c       Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
2’-Deoxyadenosin-5’-triphosphat (dATP)   Sigma-Aldrich, München 
Dextrose       Roth, Karlsruhe 
DL-Dithiothreitol (DTT)     Sigma-Aldrich, München 
Essigsäure       Roth, Karlsruhe 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)   AppliChem, Darmstadt 
Ethylenglycoltetraessigsäure (EGTA)   Roth, Karlsruhe 
Ethanol       Sigma-Aldrich, München 
Gelatine       Sigma-Aldrich, München 
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Glycerin       Roth, Karlsruhe 
Glycin        Roth, Karlsruhe 
Isopropanol       Riedel-de Haen, Rodenberg  
Kaliumchlorid (KCl)      Roth, Karlsruhe 
β-Merkaptoethanol      Roth, Karlsruhe 
Methanol       Fluka, Buchs 
Natriumchlorid (NaCl)     Roth, Karlsruhe 
Natriumcitrat       Roth, Karlsruhe 
Natriumdodecylsulfat (SDS)     Roth, Karlsruhe 
Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)   Roth, Karlsruhe 
NP-40 (Nonylphenoxypolyethoxyethanol)     Fluka, Buchs 
Paraformaldehyd (4 %ig, Rot®-Histofix)   Roth, Karlsruhe 
Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS)   Biochrom AG, Berlin 
1,4-Piperazindiethansulfonischesäure (PIPES)  Sigma-Aldrich, München 
Polybrene       Roth, Karlsruhe 
Polyethylenglycol (PEG)     Fluka, Buchs 
Sucrose       Roth, Karlsruhe 
N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine (TEMED)  Sigma-Aldrich, München 
Trichloressigsäure      Roth, Karlsruhe 
Trishydroxymethylaminomethan (Tris)   Roth, Karlsruhe 
Triton X-100 (Octoxinol-9, Oktylphenolethoxylate  Roth, Karlsruhe 





2.1.3  Farbstoffe 
 
Farbstoffe       Firma 
Bromphenol       Roth, Karlsruhe 
Carboxyfluoresceindiacetat-Succinimidylester  
(CFDA-SE)      Invitrogen, Karlsruhe 
Ethidiumbromid       Fluka, Buchs 
(3,8 Amino-5-ethyl-6-phenylphenanthridium-bromid)     
Ponceau S       Roth, Karlsruhe 
Propidiumiodid      Sigma-Aldrich, München 
Tetramethylrhodaminethylenester (TMRE)   Invitrogen, Karlsruhe 
Trypanblau       Fluka, Buchs 
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2.1.4 Stammlösungen und Puffer 
 
Ammoniumchlorid-Puffer    155 mM NH4CL 
(Lagerung bei Raumtemperatur (RT))  10 mM KHCO3 
       100 mM EDTA 
 
Ammoniumpersulfat      10 % (w/v) 
(Lagerung bei RT) 
Caspasenpuffer     20 mM PIPES, pH 7,2 
(Lagerung bei 4 °C)     100 mM NaCl 
       1 mM EDTA 
       0,1 % (w/v) CHAPS 
       10 % (w/v) Sucrose 
       10 mM DTT 
 
CEB (cytoplasmic extraction buffer)-Puffer  20 mM HEPES, pH 7,5 
(Lagerung bei 4 °C)     10 mM KCl 
       1 mM MgCl2    
       1 mM EGTA 
       0,25 M Sucrose 
       2 mM DTT 
       10 µM Cytochalasin B 
       10 µM Cytochrom c 
       1 mM dATP 
 
Dehybridisierungslösung (Strippen)   62,5 mM Tris, pH 6,8 
(Lagerung bei RT)     2 % (w/v) SDS 
       100 mM β-Merkaptoethanol 
 
DNA-Agarosegelelektrophorese-Ladepuffer (6x) 0,25 % (w/v) Bromphenol 
(Lagerung -20 °C)     0,25 % (w/v) Xylencyanol 
       30 % (v/v) Glycerin 
 
HBS (HEPES buffered saline, 2x)     280 mM NaCl 
(Lagerung -20 °C)     10 mM KCl 
       1,5 mM Na2HPO4 
       12 mM Dextrose 
        50 mM HEPES, pH 7,0 
 
HFS (hypotonic fluorescent solution)-Puffer 0,07 mM Propidiumiodid 
(Lagerung bei 4 °C)     3,9 mM Natriumcitrat 
       0,1 % (v/v) TritonX-100 
 
Natriumdodesylsulfat (SDS)    10 % (w/v), pH 7,2 
(Lagerung bei RT) 
 
NET-G Blockpuffer (10x)    150 mM NaCl 
(Lagerung bei RT)     5 mM EDTA  
50 mM Tris, pH 7.5 
0.05 % (v/v) Tween-20 
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0.25 % (w/v) Gelatine  
      
NP-40-Lysepuffer     150 mM NaCl 
(Lagerung bei 4 °C)     50 mM Tris, pH 8,0 
       1 % (v/v) NP-40 
       Vor Gebrauch erst zusetzen: 
1x Protease-Inhibitor 
1x Phosphatase-Inhibitor I/II 
 
PBS/Tween-Puffer     0,1 % (v/v) Tween-20 in PBS 
(Lagerung bei RT) 
 
Polyacrylamidgelelektrophorese-Ladepuffer (6x) 600 mM Tris, pH 6,8 
(Lagerung bei -80 °C)    24 % (w/v) SDS 
       0,2 % (w/v) Bromphenol 
       20 % (v/v) Glycerin  
       200 mM β-Merkaptoethanol  
 
Polyacrylamidgelelektrophorese-Laufpuffer (5x) 125 mM Tris, pH 8,3 
(Lagerung bei RT)     1 M Glycerin 
       17 mM SDS 
 
Polyacrylamidgelelektrophorese-Transferpuffer (5x) 239 mM Tris, pH 9 
(Lagerung bei 4 °C)       193 mM Glycerin 
         6,4 mM SDS 
 
PonceauS-Färbelösung    3 % (v/v) Trichloressigsäure 
(Lagerung bei RT)     2 % (w/v) PonceauS 
 
Propidiumiodid-Färbelösung (500x)   100 µg/ml Propidiumiodid in PBS 
(Lagerung bei 4 °C) 
 
Sammelgel (5 %)      30 % (v/v) Acrylamid  
1,5 M Tris, pH 8,0 
10 % (v/v) SDS 
0,01 % (v/v) TEMED  
10 % (v/v) APS 
 
Trenngel (12 %)      30 % (v/v) Acrylamid  
1 M Tris, pH 6,8  
10 % (v/v) SDS 
0,04 % (v/v) TEMED  
10 % (v/v) APS 
        
Trisacetatethylendiamintetraessigsäure (TAE, 50x) 2 mM Tris, pH 8,0 
       5,7 % (v/v) 100 %ige Essigsäure 
       0,05 M EDTA 
 
Tris-EDTA-Puffer (TE)    100 mM Tris, pH 8,0 
       1 mM EDTA 
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Trishydroxymethylaminomethan (Tris)-Puffer  1 M Tris, pH6,8 
       1,5 M Tris, pH 8,8 
 
Western Blot-Blockpuffer    5 % (w/v) fettfreie Trockenmilch 
       0,1 % (v/v) Tween-20  
       in PBS 
 
 
2.1.5  Längenstandard 
 
Längenstandard      Firma 
DNA-Größenstandard (1 kb Plus DNA Ladder)  Invitrogen, Karlsruhe 




2.1.6  Medien und Zusätze 
 
Medien und Zusätze      Firma 
Für humane Zellkultur: 
DMEM (Dulbecco’s modified eagle’s medium)  Gibco, Eggenstein 
Dimethylsulfoxid (DMSO)     Sigma-Aldrich, München 
D-PBS        Gibco, Eggenstein 
Fibronektin       Millipore, Schwalbach 
fötales Kälberserum (FKS)     Gibco, Eggenstein 
IMDM        Gibco, Eggenstein 
L-Glutamin       Gibco, Eggenstein 
α-MEM       Gibco, Eggenstein 
Penicillin (10.000 U/ml) / Streptomycin (10.000 µg/ml) Gibco, Eggenstein 
RMPI-1640 (roswell park memorial institute medium) Gibco, Eggenstein 
Trypsin (0,05 % (v/v))-EDTA (0,02 % (v/v))  Lonza, Köln   
 
Für Kultivierung von Bakterien: 
Ampicillin (50 mg/ml, Lagerung bei -20 °C)  Sigma-Aldrich, München 
Circlegrow Medium      Q-Bio-Gene, Heidelberg 
Kanamycin (25 mg/ml, Lagerung bei -20 °C)  Sigma-Aldrich, München 
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2.1.7  Enzyme 
 
Enzym       Firma 
Complete Protease Inhibitor Cocktail   Roche, Mannheim 
Cytochalasin B      Sigma-Aldrich, München 
Deoxyribonuklease I (DNase)    Roche, Mannheim 
Phosphatase-Inhibitor 1 und 2    Sigma-Aldrich, München 
Proteinase K       Roche, Mannheim 
Restriktionsendonuklease BamHI    Roche, Mannheim 
Restriktionsendonuklease EcoRI    Roche, Mannheim 
Restriktionsendonuklease NotI    Roche, Mannheim 
Restriktionsendonuklease XbaI    Roche, Mannheim 
RNAse Cocktail      Ambion, Austin 
 
 
2.1.8  Inhibitoren 
 
Inhibitor       Firma 
ABT-737       Abbott, Ludwigshafen 
GSK-3β Inhibitor VIII     Calbiochem, Merck 
LY294002       Calbiochem, Merck 
Rapamycin       Sigma-Aldrich, München 
SB 202190       Calbiochem, Berlin 
SH6 (Akt Inhibitor III)     Calbiochem, Berlin 
Staurosporin       Sigma-Aldrich, München 
Wortmannin       Millipore, Schwalbach 
Z-Val-Ala-Asp(OMe)-FMK (zVADfmk)   MP Biomedicals, Aurora 
 
 
2.1.9  Fertigsysteme 
 
Fertigsystem       Firma 
ABsoluteTM QPCR SYBR® Green mix    Abgene, Epsom 
Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit I   BD Pharmingen, Heidelberg 
BioRad Protein Assay     BioRad, München 
Caspase-3 Cellular Activity Assay Kit   Calbiochem, Berlin 
Caspase Detection Kit (FITC-VAD-FMK)   Calbiochem, Berlin 
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Promega, Münster 
High Pure RNA Isolation Kit    Roche, Mannheim 
Human cytochrome c ELISA     BenderMedsystems, Wien 
Omniscript RT Kit      Qiagen, Hilden 
PureLinkTM Gel Extraction Kit    Invitrogen, Karlsruhe 
QIAGEN® Plasmid Maxi Kit     Qiagen, Hilden 
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QIAamp DNA mini kit     Qiagen, Hilden 
QIAquick® PCR Purification Kit    Qiagen, Hilden 
SuperSignal® West Pico Chemiluminescence Substrate Pierce, Rockford 
TaqPCR Core Kit      Qiagen, Hilden 
    
 
2.1.10  Zelllinien 
 
Zelllinien  Subtyp   DSMZ-Nr.  erhalten von 
BL-2   Burkitt (EBV-)  ATCC 625  Prof. Küppers,Essen 
BL-41   Burkitt (EBV-)  ATCC 160  Prof. Küppers,Essen 
EHEB   B-CLL   ATCC 67  DSMZ 
HT   DLBCL   ATCC 567  DSMZ 
Jeko-1   MCL    ATCC 553  DSMZ 
K562   CML    ATCC 10  Prof. Fischer, Mainz 
Karpas-422  FL    ATCC 32  Prof. Küppers,Essen 
Mec-1   B-CLL   ATCC 497  DSMZ 
OCI-Ly7  DLBCL   -   Prof. Küppers,Essen 
Phoenix (amphotrop) HEK293T (humane embryonale Nierenzellen) Dr. Nolan, Stanford 
Ramos   Burkitt  (EBV-)  ATCC 603  DSMZ 
Rec-1   MCL    ATCC 584  Dr. Hilger, Essen 
Sc-1   FL    ATCC 558  DSMZ 
SU-DHL-4  DLBCL   ATCC 495  DSMZ 
WSU-NHL  FL    ATCC 58  DSMZ 
 
ATCC - American Type Culture Collection, Manassas, USA 
B-CLL - B-Zell-chronisch lymphatische Leukämie 
CML - chronisch-myeloische Leukämie 
DLBCL - diffus großzelliges Lymphom 
DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig 
EBV- - Epstein-Barr-Virus-negativ 
FL - follikuläres Lymphom 
MCL - Mantelzelllymphom 
 
 
2.1.11  Plasmide 
 
Plasmide     Beschreibung 
pMx.pie     retrovirales Expressionsplasmid 
pMx-Bcl-xL.pie    retrovirales Expressionsplasmid 
pMx-DN-FADD.pie    retrovirales Expressionsplasmid 
pMx-DN-Caspase9.pie   retrovirales Expressionsplasmid 
pCMV.VSV-G    retrovirales Verpackungsplasmid 
Hit60      retrovirales Verpackungsplasmid 
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Standardplasmide wurden in ,MAX Efficiency® DH5αTM competent cells’ (Invitrogen) 




2.1.12  Oligonukleotide 
 
Oligonukleotide (Primer)  Sequenz (5’→3’)      
GAPDH_s    GCTCTCTGCTCCTCCTGTTC    
GAPDH_as    ACGACCAAATCCGTTGACTC    
Bim_s     CATCGCGGTATTCGGTTC    
Bim_as    GCTTTGCCATTTGGTCTTTT    
Bik_s     GAATGCATGGAGGGCAGT    
Bik_as     AGGCTCACGTCCATCTCGT    
Puma_s    GACTGTGAATCCTGTGCTCGTC    
Puma_as    CGTCGCTCTCTCTAAACCTATGC   
Noxa s     ATGAATGCACCTTCACATTCCTCT    
Noxa as    TCCAGCAGAGCTGGAAGTCGAGTGT   
Bid_s     GCTGTATAGCTGCTTCCAGTGTA   
Bid_as     GCTATCTTCCAGCCTGTCTTCTC   
Bad_s     GCACAGCAACGCAGATGC    
Bad_as    AAGTTCCGATCCCACCAGG    
Hrk_s     GGCAGGCGGAACTTGTAG    
Hrk_as    CGGCCTTTCAAGCTCTGG    
Bmf_s     GAGGTACAGATTGCCCGAAA    
Bmf_as    CCCCGTTCCTGTTCTCTTCT    
Bcl-2_s     ATGTGTGTGGAGAGCGTCAA    
Bcl-2_as    TTCAGAGACAGCCAGGAGAAA   
Bcl-xL_s     GGCTGGGATACTTTTGTGGA    
Bcl-xL_as    TGTCTGGTCATTTCCGACTG    
Mcl-1_s    AAGCCAATGGGCAGGTCT    
Mcl-1_as    TGTCCAGTTTCCGAAGCAT    
Bak_s     TCGTACCACAAACTGGC     
Bak_as    AACCGACGCTATGACT     
Bax_s     TGAAGTTGCCGTCAGAAA    
Bax_as    TTCATCCAGGATCGAGC     
 
 
Alle Oligonukleotid-Primer für die Polymerasekettenreaktion (PCR) oder quantitative Real-
time-PCR (qRT-PCR) wurden von der Firma Eurofins MWG Operon, Ebergsberg 
synthetisiert. 
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2.1.13  Antikörper 
 
Antikörper    Klon/Bestellnr.  Firma 
Therapeutische Antikörper: 
Rituximab (anti-CD20)  MabThera®   Roche, Mannheim 
Cetuximab (anti-EGFR)    Erbitux®   Merck, Darmstadt 
F(ab’)2 anti-human Immunglobulin H17100   Invitrogen, Karlsruhe 
 
Antikörper für Immundetektion: 
Aktin     C4    ICN Biomedicals  
AKT1/2    sc-8312   Santa Cruz Biotechnology  
pAkt(Ser473)    #9271    Cell Signaling 
pAkt(Thr308)    #4056    Cell Signaling 
Bad       #9292    Cell Signaling 
Bak     # AM03   Calbiochem, Berlin 
Bax     # 06-499   Millipore 
Bcl-2     sc-7382   Santa Cruz Biotechnology 
Bcl-xL     #2764    Cell Signaling 
Bfl-1     Antiserum   Prof. Borst, Amsterdam 
Bid     MAB860   R&D Systems 
Bik      #4592    Cell Signaling 
Bim      #2819    Cell Signaling 
CD20      L26    Dako 
CD52     sc-51560   Santa Cruz Biotechnology 
ERK1/2    #9102    Cell Signaling 
pERK1/2(Thr202/Tyr204)  #9106    Cell Signaling 
FKHR     #9462    Cell Signaling 
pFKHR(Ser256)   #9461    Cell Signaling 
pFKHR(Thr24/Thr32)  #9464    Cell Signaling 
GSK3β    #9332    Cell Signaling 
pGSK3β(Ser9)   #9336    Cell Signaling 
JNK/SAPK    #9252    Cell Signaling 
pJNK/SAPK(Thr183/Tyr185) #9255    Cell Signaling 
Ki67     BGX-297   Biogenex 
Lyn     sc-7274   Santa Cruz Biotechnology 
pLyn(Tyr507)    #2731    Cell Signaling 
Mcl-1     #sc-819   Santa Cruz Biotechnology 
p38 MAPK    #9228    Cell Signaling 
p-p38 MAPK    #9211    Cell Signaling 
PDK1     #3062    Cell Signaling 
pPDK1    #3061    Cell Signaling 
PLCγ2     #3872    Cell Signaling 
pPLCγ2(Tyr1217)   #3871    Cell Signaling 
PTEN     #9552    Cell Signaling 
Syk     #2712    Cell Signaling 
pSyk(Tyr525/526)   #2710    Cell Signaling 
pSer/Thr    ab17464   Abcam 
pTyr     4G10    Millipore 
 
 
2 Material und Methoden 
 38
markierte, sekundäre Antikörper: 
anti-Maus IgG-Peroxidase  31430    Pierce Biotechnology 
anti-Hase IgG-Peroxidase  31460    Pierce Biotechnology 
anti-Ratte IgG-Peroxidase  31470    Pierce Biotechnology 
anti-Maus IgG-PE   sc-3761   Santa Cruz Biotechnology 
anti-Hase IgG-FITC   sc-2012   Santa Cruz Biotechnology 




2.2  Methoden 
2.2.1  Nukleinsäureanalytik 
2.2.1.1  Isolierung von Nukleinsäuren aus eukaryotischen Zellen 
 
Für die Isolation von genomischer Desoxyribonukleinsäure (DNA) aus eukaryotischen Zellen 
wurde das ‚QIAamp DNA Mini Kit’ (Qiagen) verwendet. Der Zellaufschluss und die 
Proteindenaturierung erfolgten mit Natriumdodecylsulfat (SDS), Proteinase K und der 
chaotropen Substanz Guanidinhydrochlorid. Durch 1 h RNase-Behandlung bei 37 °C wurde 
kontaminierende Ribonukleinsäure (RNA) abgebaut. Die Aufreinigung der DNA erfolgte 
über Silikasäulen als Anionenaustauscher, an die negativ geladene DNA bindet. Die 
gebundene DNA wurde mit destilliertem Wasser oder TE-Puffer eluiert und bei -20 °C 
gelagert. 
Für die Isolation von RNA wurde das ‚High Pure RNA Isolation Kit’ (Roche) verwendet. Die 
Aufreinigung erfolgte, wie bereits beschrieben, über Silikasäulen und mit Lagerung bei           




Alle molekularbiologischen Standardmethoden erfolgten auf der Basis des Laborhandbuches 




2 Material und Methoden 
 39
2.2.1.2  DNA-Fällung 
 
Um die DNA aufzukonzentrieren oder weiter zu reinigen, wurde die Präzipitation mit Ethanol 
verwendet. Dafür wurde die DNA-Lösung mit 0,5 Volumenanteilen (v/v) 7,5 M 
Ammoniumacetat (NH4Ac) und 2,5 v/v eiskaltem, absolutem Ethanol gemischt und für 1 h 
bei -20 °C inkubiert. Aufgrund der Polarität der DNA durch die negativ geladenen 
Phosphatreste, präzipitiert diese mit positiv geladenen Ammoniumionen (NH4+) in Ethanol-
haltigen Lösungen. Nach Zentrifugation für 30 min bei 14000 rpm und 4 °C wurde das Pellet 
getrocknet und in Tris/EDTA-Puffer oder destilliertes Wasser aufgenommen. Die Lagerung 
der DNA erfolgte bei -20 °C. 
 
 
2.2.1.3  Isolierung von Plasmid-DNA  
 
Für die Präparation von Plasmid-DNA aus den Escherichia coli (E. coli)-Laborstämmen 
DH5α und Stbl-2 (Invitrogen) wurde das ‚QIAGEN® Plasmid Maxi Kit’ (Qiagen) verwendet. 
Aus kryokonservierten Bakterienkulturen, die mit 50 % Glycerin versetzt und bei -80 °C 
gelagert wurden, erfolgte über Nacht die Kultivierung einer Starter-Kultur in 10 ml 
Circlegrow-Medium. Diese Kultur wurde für weitere 24 h in 250 ml Medium bei 32 °C und 
250 rpm kultiviert.  
Der Aufschluss der Bakterienzellen erfolgte mittels alkalischer Lyse (Birnboim und Doly, 
1979). Dabei löst das im Puffer enthaltene Detergenz SDS Phospholipide und Proteine der 
Zellwände, während Natronlauge (NaOH) Proteine und chromosomale DNA denaturiert. 
Saurer Kaliumacetat-haltiger Puffer  neutralisiert und fällt aufgrund der hohen 
Salzkonzentration Zellreste, Proteine, RNA und genomische DNA aus. Die Plasmid-DNA 
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2.2.1.4  Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
 
Die Konzentrationsbestimmung der isolierten Nukleinsäuren erfolgte photometrisch bei einer 
Extinktion (OD, optical density) von 260 nm. Die Reinheit wurde aus dem Quotienten 
260/280 nm abgeleitet, da Verunreinigungen mit aromatischen Proteinen bei 280 nm 
absorbieren. Reine Nukleinsäuren besitzen ein 260/280-Verhältnis von 2,0. Bis zu einem 
Quotienten von 1,8 wurden die Nukleinsäureaufreinigungen für weitere Analysen verwendet.  
 
 
2.2.1.5  Restriktionsanalyse 
 
Die Charakterisierung und Identifizierung der Plasmid-DNA erfolgte mithilfe der 
Restriktionsanalyse, bei der Restriktionsendonukleasen vom Typ II sequenzspezifisch die 
DNA schneiden (Arber et al., 1969; Pingoud und Jeltsch, 2001). Der Restriktionsansatz, 
bestehend aus Plasmid-DNA, Restriktionsenzym und Restriktionspuffer, wurde bei 37 °C für 
3 h inkubiert, mithilfe der Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und analysierten. Die 




2.2.1.6  Agarosegelelektrophorese 
 
Qualität und Größe der isolierten Nukleinsäuren wurde mithilfe der Agarosegel-
elektrophorese kontrolliert (Hjerten et al., 1971). RNA und DNA sind aufgrund ihrer 
Phosphatgruppen negativ geladen und wandern im elektrischen Feld zur Anode. Die 
Auftrennung erfolgte im Agarosegel mit einem Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer als 
Laufpuffer. Das im Agarosegel enthaltene Ethidiumbromid interkaliert in Nukleinsäuren und 
verändert dadurch sein Absorptionsspektrum  (Le Pecq et al., 1966). Nach Anregung mit 
ultraviolettem (UV)-Licht fluoresziert es bei 366 nm orange-rot. Die Fluoreszenzintensität 
wurde mit dem Geldokumentationssystem BIO-VISION +300 (Vilber Lourmat) 
aufgenommen und mit der Software VISION-Capt und Bio1D (Vilber Lourmat) ausgewertet. 
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2.2.1.7  Polymerasekettenreaktion 
  
Die Vervielfältigung von definierten DNA-Abschnitten erfolgte mit der 
Polymerasekettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction). Dabei wird der DNA-Abschnitt 
zwischen zwei sequenzspezifischen Oligonukleotiden (Primer) durch eine thermostabile 
DNA-Polymerase vervielfältigt (Saiki et al., 1988; Chien et al., 1976; Saiki et al., 1985; 
Mullis und Faloona, 1987).  
Die Reaktion wurde durch eine initiale Denaturierung bei 95 °C für 15 min gestartet. Danach 
liegt die DNA in Einzelsträngen vor. Es folgten 30 - 35 Zyklen mit Denaturierung bei 95 °C 
für 30 sek, Primer-Anlagerung bei 55 – 65 °C für 1 min und DNA-Synthese (Elongation) bei 
72 °C für 30 sek. Für den PCR-Ansatz wurde das ‚Taq PCR Core Kit’  (Qiagen) verwendet, 
das erhaltene PCR-Produkt mit dem ‚QIAquick® PCR Purification Kit’ (Qiagen) aufgereinigt 
und die Produktgröße mittels Agarosegelelektrophorese kontrolliert.  
 
 
2.2.1.8  Sequenzierung 
 
Die Sequenzierung von spezifischen DNA-Abschnitten erfolgte mit sequenzspezifischen 
Primern durch die Firma Eurofins MWG Operon GmbH (Ebersberg) mit dem 
Didesoxyverfahren nach Sanger (Sanger und Coulson, 1975; Maxam und Gilbert, 1977). Die 
erhaltene DNA-Sequenz wurde mit der Software SeqMan  und EditSeq (DNASTAR, 
Konstanz), sowie mit der Datenbank BLASTN (Basic Local Alignment Search Tool for 




2.2.1.9  Quantitative Real-time-Polymerasekettenreaktion 
 
Der Nachweis der differentiellen Genexpression erfolgte mithilfe der quantitativen Real-time-
PCR (qRT-PCR), mit der die vorhandene Menge an spezifischer mRNA in einer 
Zellpopulation bestimmt werden kann (Higuchi et al., 1992; Nolan et al., 2006). Die 
vorhandene mRNA spiegelt die Transkriptionsaktivität eines Gens wieder.  
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Aus der isolierten RNA wurde die mRNA mit oligo(dT)-Primern, die sich an das Poly(A)-3’-
Ende der mRNA anlagern, mithilfe der Reversen Transkriptase in cDNA (complementary 
DNA) umgeschrieben (Temin et al., 1988).  
5 µg RNA wurden mit dem ‚Omniscript RT Kit’ (Qiagen) bei 42 °C für 90 min mit Reversen 
Transkriptase inkubiert, wobei die entsprechende cDNA synthetisiert wurde. Die verwendete 
Reverse Transkriptase besitzt eine RNase H-Aktivität, durch die restliche RNA bei 70 °C für 
15 min abgebaut wurde.  
Die cDNA wurde anschließend mittels qRT-PCR amplifiziert und dabei quantifiziert. 
Während der PCR interkaliert der fluoreszierende Farbstoff SYBR Green I zwischen die 
Basenpaare der DNA und die Fluoreszenz verhält sich proportional zu der Menge des PCR-
Produkts  (Zipper et al., 2004). Dafür wurden 2 µl einer 1 : 10-Verdünnung der cDNA mit 
dem ‚ABsoluteTM QPCR SYBR® Green mix’ (Abgene) und Gen-spezifischen Primern 
amplifiziert und mit dem ‚7300 Real-Time PCR System’ (Applied Biosystem) detektiert und 
mit der SDS v1.4 Software analysiert.  
Mithilfe der delta-delta-ct-Wert (ΔΔct)-Methode wurde die Änderung der Genexpression 
berechnet. Der ct-Wert (cycle threshold, Schwellenwert) ist der Zyklus, bei dem die 
Fluoreszenz erstmalig signifikant über den Hintergrund ansteigt. Die Normalisierung der 
Expression des Zielgens (GOI, gene of interest) erfolgte anhand der Expression des 
Referenzgens Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase (GAPDH).  
Der Δct-Wert berechnet sich aus dem ct-Wert des Zielgens (ctGOI) subtrahiert mit dem ct-Wert 
des Referenzgens (ctGAPDH) (1). Anhand der Δct-Werte von zwei unterschiedlichen Proben, 
die miteinander verglichen werden sollen (z.B. behandelte und unbehandelte Proben), erhält 
man den ΔΔct-Wert (2). Aus diesem Wert kann mit der Formel 2-ΔΔct die Änderung der 




Berechnung: (1) Δct = ctGOI - ctGAPDH 
(2) ΔΔct = Δctbehandelt – Δctunbehandelt 
(3) Änderung der Genexpression durch Behandlung = 2-ΔΔct 
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2.2.1.10  Retrovirale Transduktion 
  
Mithilfe der retroviralen Transduktion kann ein Zielgen (GOI, gene of interest) durch 
Verpackung in Viruspartikel in in die genomische DNA eukaryotischer Zellen eingebaut 
werden. Die LTR (long terminal repeat)-Integrase baut das Fremdgen zwischen 3‘- und 5‘-
LTR-Sequenzen in das Wirtsgenom ein (Goff und Berg, 1976; Mann et al., 1983; Graham und 
Vandereb, 1973). Das zu untersuchende Gen wird über einem im Plasmid enthaltenen, 
Promoter, z.B. den Cytomegalievirus (CMV)-Promoter, exprimiert. Nach Analyse des 
Phänotyps der Zielzellen kann teilweise auf die Funktion des Gens geschlossen werden.  
Für die Produktion retroviraler, replikationsdefizienter Virionen wurde die amphotrope 
Verpackungszelllinie Phoenix mithilfe der Calciumphosphat-Methode mit retroviralen 
Expressions- und Verpackungsvektoren transfiziert. In dem Gemisch aus Calciumchlorid, 
Natriumhydrogenphosphat und Plasmid-DNA fällt Calciumphosphat aus und bindet an die 
DNA. Die ausgefallenen Präzipitate werden von den Zellen durch Endozytose aufgenommen. 
Von der Verpackungszelllinie werden die Plasmid-kodierten Proteine exprimiert und 
replikationsdefiziente Virionen sekretiert (Graham und Vandereb, 1973; Bacchetti und 
Graham, 1977).  
Die verwendeten retroviralen Verpackungsplasmide pCMV.VSV-G und Hit60 kodieren für 
das Hüllprotein, das G-Glykoprotein des Vesicular Stomatitis Virus (VSV-G) sowie für das 
gag-pol-Polyprotein des murinen Leukämievirus (MLCV), aus dem die Reverse Transkriptase 
und Integrase prozessiert werden (Soneoka et al., 1995). VSV-G-pseudotypisierte Virionen 
können alle eukaryotische Zellen effizient infizieren (Akkina et al., 1996).  
Der retrovirale Expressionsvektor pMx.pie codiert für das zu untersuchende Gen zwischen 
der 3‘- und 5‘-LTR, wodurch dieser Abschnitt in die genomische DNA der Zielzellen 
eingebaut wird. Außerdem kodiert das Plasmid für die virale Verpackungssequenz Ψ, mit der 
die Nukleinsäure in die Virushülle verpackt wird. Als Reportergen wurde das EGFP 
(enhanced green fluorescent protein) verwendet, dass über eine IRES (internal ribosomal 
entry site) von der bicistronischen mRNA translatiert wird. Dabei wird die Sekundärstruktur 
der IRES mRNA von den Ribosomen erkannt und die Translation eingeleitet. Anhand der 
EGFP-Expression wurde indirekt die Transfektions- und Transduktionseffizienz mit dem 
Durchflusszytometer oder dem Fluoreszenzmikroskop bestimmt. 
Die Phoenix-Zellen wurden auf Fibronektin in 10  cm² Zellkulturschalen ausgesäht und mit 
1,5 µg Plasmid-DNA der Verpackungsplasmide pCMV.VSV-G und Hit60 sowie mit 10 µg 
des Expressionsplasmids pMx.pie mithilfe von 50 µl 2 M CaCl2 und 250 µl 2x HBS-Puffer 
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transfiziert. Nach 12 h wurde das Zellkulturmedium abgenommen und frisches Medium zu 
den Zellen gegeben. Replikationsdefiziente Virionen wurden von den Phoenix-Zellen 
synthetisiert und in das Zellkulturmedium abgegeben. Der Kulturüberstand wurde nach 24 
und 48 h  mit frischem RPMI-Medium in einem Verhältnis von 1 : 2 gemischt und zusammen 
mit 1 µg / ml Polybrene mit den Zielzellen inkubiert. Polybrene ist ein kationisches Polymer, 
das sich an die negativ geladene Zellmembran anlagert, die Ladung der Zellmembran 
neutralisiert und dadurch die Transduktionseffizienz erhöht. 
EGFP-positive Zellen wurden von Dr. Abdo Konur (FACS Core Facility, 
Tumorvakzinierungszentrum (TVZ), Universitätsklinikum Mainz) mit dem Fluoreszenz-




2.2.2.1  Gewinnung von Proteinextrakten  
 
Für die Gewinnung von Gesamtproteinextrakten aus Zellen wurde die Kultur abzentrifugiert, 
mit PBS gewaschen und mit NP-40-Lysepuffer für 30 min auf Eis lysiert (Helenius und 
Simons, 1975). NP-40 ist ein nichtionisches Detergenz, dass die Zellmembran destabilisiert 
und so die Zellen lysiert. Während der Proteinextraktion wurde die Degradation der Proteine 
durch Proteasen mithilfe des Protease-Inhibitor-Mix complete (Roche) verhindert, der die 
Protease-Inhibitoren Chymotrypsin, Thermolysin, Papain, Pronase und Trypsin enthält. Der 
Abbau der Proteinphosphorylierungen durch Phosphatasen wurde durch die Verwendung des 
Phosphatase-Inhibitor-Cocktails 1 und 2 (Sigma-Aldrich) reduziert. Die enthaltenen 
Phosphatase-Inhibitoren Cantharidin, Bromotetramisol, Microcystin LR, 
Natriumorthovanadat, Natriummolybdat, Natriumtartrate und Imidazol inhibieren 
verschiedene Phosphatase-Proteinfamilien. Anhand der Proteinphosphorylierungen wurde die 
Aktivität von Proteinkinasen und anderen zellulären Proteinen, die durch Phosphorylierungen 
reguliert werden, analysiert.  
Die Zellen wurden komplett aufgeschlossen durch das Schockfrieren in -196 °C kaltem, 
flüssigem Stickstoff. Durch Zentrifugation für 15 min bei 14000 rpm und 4 °C wurden die 
Zelltrümmer abzentrifugiert. Der Überstand enthält das Gesamtproteingemisch, von dem der 
Proteingehalt mit der Bradford-Methode (BioRad Protein Assay) photometrisch bei 595 nm 
bestimmt wurde (Bradford, 1976). Der dabei verwendete Triphenylmethanfarbstoff 
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Coomassie-Brillant-Blau G-250 bildet Komplexe mit kationischen und nichtpolaren, 
hydrophoben Seitenketten von Proteinen. Durch diese Komplexbildung wird der Farbstoff in 
seiner unprotonierten, anionischen Sulfonatform stabilisiert und das Absorptionsmaximum 
von 470 nm auf 595 nm verschoben (Compton und Jones, 1985). Die Lagerung der 
Proteinextrakte erfolgte bei -80 °C. 
 
 
2.2.2.2  Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 
 
Die Auftrennung der Gesamtproteinextrakte nach ihrem Molekulargewicht erfolgte mithilfe 
der denaturierenden Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
(Burnette et al., 1981; Renart et al., 1979; Towbin et al., 1979; Shapiro et al., 1967; Weber et 
al., 1969; Raymond et al., 1959). 30 – 50 µg der Gesamtproteinextrakte wurden mit 6x SDS-
Probenpuffer nach Laemmli gemischt. Dieser Probenpuffer enthält die anionische Detergenz 
SDS, welche hydrophobe Wechselwirkungen von Proteinen aufhebt, sowie die reduzierende 
Substanz β-Merkaptoethanol, wodurch die Disulfidbrücken innerhalb der Proteinstruktur 
aufgebrochen werden und das zu analysierende Protein in der Pimärstruktur vorliegt. Durch 
die Anlagerung von SDS erhalten alle Proteine eine negative Ladung, die proportional zu 
ihrem Molekulargewicht ist (Laemmli et al., 1970). Nachdem die Proteinproben für 5 min bei 
95 °C denaturiert wurden, erfolgte die elektrophoretische Auftrennung in einem                    
10 - 15 %igem Polyacrylamidgel.  
 
 
2.2.2.3  Western Blot 
 
Mit der Western Blot-Technik (Tankblot-System, BioRad) wurden die aufgetrennten Proteine 
aus dem Polyacrylamidgel im elektrischen Feld auf eine Nitrozellulose-Membran (HybondTM-
ECLTM, Amersham Biosciences) transferiert und immobilisiert (Renart et al., 1979; Towbin et 
al., 1979). Mithilfe der Ponceau S-Färbung wurden reversibel die positiv geladenen 
Aminogruppen der Proteine auf der Membran angefärbt, die gleichmäßige Beladung 
kontrolliert und damit gleichzeitig die Proteine auf der Membran fixiert.  
Um unspezifische Antikörperbindung zu reduzieren, wurde die Membran mit 5 % fettfreier 
Milch und 0,1 % Tween-20 in PBS für 2 h geblockt. Die Expression einzelner Proteine wurde 
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mithilfe der Immundetektion nachgewiesen, wobei spezifische Primärantikörper an das 
korrespondierende Protein auf der Membran binden. Dafür wurde die Nitrocellulose-
Membran über Nacht bei 4 °C mit einem antigenspezifischen, primären Antikörper (1 : 500 – 
1 : 2000 Verdünnung) inkubiert, mit PBS/Tween-Puffer gewaschen und 1 h bei 
Raumtemperatur mit einem Fc-Fragment-spezifischen, mit Meerrettich-Peroxidase (HRP, 
horseradish peroxidase)-konjugierten, sekundären Antikörper (ImmunoPure, Pierce) 
inkubiert. Die HRP katalysiert die Oxidation des Luminol-Derivats ECL (electrogenerated 
chemiluminescence) (SuperSignal®West Pico Substrat, Pierce) in 3-Aminophthalate, das bei 
425 nm Licht emittiert. Die Detektion der Chemilumineszenz erfolgte mit dem CHEMI-
SMART 5100 (Vilber Lourmat) und die Auswertung mit der Software VISION-Capt und 
Bio1D (Vilber Lourmat). 
 
 
2.2.2.4  Enzymimmunoassay zum Nachweis von zytosolischem Cytochrom c 
 
Mit dem Enzymimmunoassay ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) können Proteine 
innerhalb von verschiedenen Extrakten quantitativ bestimmt werden (Engvall et a., 1971; van 
Weemen et al., 2005). Mit dem ‚Human Cytochrome c ELISA’  (Bender MedSystems) wurde 
zytoplasmatisches Cytochrom c anhand der Herstellerangaben nachgewiesen. Dabei wurden 
die Zellen mittels Digitonin oder Dounce Homogenisator lysiert, dass nur die Zellmembran 
aufgebrochen wurde, aber die Mitochondrienmembran intakt blieb. Die vollständige Zelllyse 
wurde mithilfe der Trypanblau-Färbung mikroskopisch kontrolliert.  
Das in den zytosolischen Zellextrakten enthaltene Cytochrom c bindet an spezifische 
Antikörper, die an einer Mikrotiterplatte immobilisiert sind. Der Nachweis und die 
Quantifizierung des gebundenen Cytochrom c erfolgte mit einem HRP-konjugierten 
Sekundärantikörper. Nach Zugabe des Peroxidase-Substrates Wasserstoffperoxid oxidieren 
freiwerdende Protonen das farblose Chromogen Tetramethylbenzidin (TMB) zu einem blauen 
Endprodukt. Diese Reaktion wurde mit Schwefelsäure gestoppt und die Bildung des stabilen, 
gelben Farbkomplex bei 450 nm photometrisch mit dem Microplate Reader Model 680 
(BioRad) gemessen. Da die Farbintensität proportional zur Proteinkonzentration ist, konnte 
die vorhandene Menge an Cytochrom c im Zytosol anhand einer Cytochrom c-Standardkurve 
mit der Spectrosoft Elisa Plate Software berechnet werden. 
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2.2.2.5  Immunhistochemie 
 
Bei der Immunhistochemie (IHC) kann die Proteinexpression mithilfe von 
antigenspezifischen Antikörpern in Gewebeschnitten nachgewiesen werden. Bei der 
verwendeten indirekten Methode wurde der Primärantikörper von einem Peroxidase-
markierten Sekundärantikörper erkannt. Nach Zugabe des Peroxidase-Substrates 
Wasserstoffperoxid und 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) kommt es zu einer Braunfärbung der 
Antikörper-gebundenen Strukturen im Gewebeschnitt. Um die Histologie in den 
Tumorschnitten auswerten zu können, wurde die Übersichtsfärbung mit Hämatoxylin-Eosin 
verwendet. Hämatoxylin färbt alle Zellkerne dunkelblau, während Eosin die kationischen und 
eosinophilen Strukturen, wie z.B. Proteine im Zytoplasma, hellrosa anfärbt. Färbung und 
Auswertung erfolgten durch Dr. Florian Grabellus (Institut für Pathologie und 
Neuropathologie, Universitätsklinikum Essen). 
 
 
2.2.2.6  Durchflusszytometrie 
 
Mithilfe der Durchflusszytometrie ist es möglich Einzelzellen innerhalb einer Zellsuspension 
zu identifizieren, quantifizieren und zu sortieren (Gohde und Dittrich, 1971). Häufige 
Anwendungen sind die Untersuchung der Expression von Zelloberflächenproteinen und 
intrazellulären Proteinen mithilfe von fluoreszenzmarkierten Antikörpern. Die 
durchflusszytometrische Analyse von Zellzyklus und Apoptose erfolgte mit geeigneten 
Fluoreszenzfarbstoffen.  
Mittels hydrodynamischer Fokussierung werden einzelne Zellen an einem Laserstrahl 
vorbeigeführt und ein Detektor misst die Wellenlänge und Intensität der Fluoreszenz. Damit 
kann man Aussagen über die Art und Konzentration der Fluoreszenzfarbstoffe und der 
Antikörper-markierten Zelloberflächenmoleküle machen. Zeitgleich werden 
Lichtbeugungseffekte (FSC, forward scatter), ein Maß für die Zellgröße, und 
Lichtstreuungseffekte (SSC, sidewards scatter), ein Maß für die Granularität der Zelle, 
gemessen (Krutzik und Nolan, 2006). 
Für die Bestimmung der Expression von Zelloberflächenproteinen wurden 1 x 106 Zellen in 
PBS mit 40 µg Primärantikörper für 15 min bei RT inkubiert und mit PBS gewaschen. 
Weiterhin wurden die Zellen für 30 min auf Eis mit 20 µg fluoreszenzmarkiertem 
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Sekundärantikörper gefärbt, gewaschen und die mediane Fluoreszenzintensität (MFI, mean 
fluorescence intensity), als Maß für die Proteinexpression, ausgewertet.  
Für die Analyse des Zellzyklus wurden die Zellen aus der Kultur abzentrifugiert, mit PBS 
gewaschen und mit 500 µl HFS (hypotonic fluorescence solution)-Puffer für 30 min auf Eis 
gefärbt (Nicoletti et al., 1991). Anhand des Zellzyklusprofils wurde die Anzahl der Zellen mit 
fragmentierter DNA (sub-G1-Fraktion) als Apoptosemarker bestimmt und mit dem Zelltod 
verglichen. Für die Zelltodmessung wurden die Zellen mit 0,2 µg / ml Propidiumiodid in PBS 
auf Eis für 10 min gefärbt und im Fluoreszenzkanal FL2 des Durchflusszytometers analysiert.  
Die Aktivität der Caspasen während der Apoptosekaskade wurde mit dem ‚Caspase detection 
kit (FITC-VAD-FMK)’ (Oncogene) bestimmt. Dabei bindet das Fluoresceinisothiocyanat 
(FITC)-markierte, zellpermeable Caspasensubstrat VADfmk (Val-Ala-Asp-[O-methyl]-
fluoromethyl-keton) irreversibel an aktivierte Caspasen in apoptotischen Zellen und die 
Caspasenaktivität konnte anhand der FITC-Färbung der Zellen durchflusszytometrisch 
bestimmt werden. Dafür wurden 1 x 106 Zellen in 300 µl Medium mit 1 µl FITC-VADfmk für 
1 h bei 37°C inkubiert, mit Waschpuffer gewaschen und im FL1-Kanal des 
Durchflusszytometers analysiert. Die Intensität der grünen Fluoreszenz korreliert mit der 
Caspasenaktivität und der Apoptoseinduktion.  
Ein Merkmal der intrinsischen Apoptose ist der Verlust des mitochondrialem 
Membranpotentials (ΔΨm) durch Porenbildung in der äußeren Mitochondrienmembran 
(Green und Kroemer, 2004; Spierings et al., 2005; Ow et al., 2008; Riedl und Salvesen, 
2007). Um das nachzuweisen, wurde der Fluoreszenzfarbstoff 
Tetramethylrhodaminethylenester (TMRE) verwendet, der sich in die intakte 
Mitochondrienmembran elektrostatisch einlagert. Kommt es zur Initiation des intrinsischen 
Apoptosesignalwegs mit Verlust des mitochondrialen Membranpotentials, kann sich TMRE 
nicht mehr in die Membran einlagern und die Zellen werden TMRE-negativ. Für diese 
Analysen wurden die Zellen in der Kultur mit 50 nM TMRE 30 min bei 37 °C inkubiert, mit 
PBS gewaschen und im Kanal FL2 durchflusszytometrisch bestimmt. 
Die durchflusszytometrische Messung erfolgte mit dem BD FACSCantoTM II (Becton 
Dickinson), die Auswertung mit der FACSDiva™ v6, CellQuest Pro (Becton Dickinson) oder 
der FlowJo Software. Die Berechnung und graphische Darstellung der Daten erfolgte mit den 
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2.2.2.7  Enzymatischer Nachweis der Caspasenaktivität 
 
Die funktionelle Aktivität von katalytisch aktiven Enzymen kann photometrisch über den 
Substratumsatz bestimmt werden. Für die Messung der Caspase-3-Aktivität in zytosolischen 
Zellextrakten wurde das ‚Caspase-3 Cellular Activity Assay Kit’ (Calbiochem) verwendet. 
Dafür wurden die Zellen für 30 min auf Eis mit dem CEB (cytoplasmic extraction buffer)-
Puffer lysiert, die Zelltrümmer für 15 min bei 14.000 rpm und 4 °C abzentrifugiert und der 
Proteingehalt im Überstand mit der Bradford-Methode (siehe Kapitel 2.2.2.1) bestimmt. 20 
µg Proteinextrakt  wurden mit 2 mM des kolorimetrischen Caspase-3-Substrates Ac-DEVD-
pNA (Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-p-Nitroanilid) versetzt und der Farbumschlag, der 
proportional zur Caspase-3-Aktivität ist, bei 405 nm alle 5 min für 2 h im Microplate Reader 
Model 680 (BioRad) photometrisch bestimmt. Die Auswertung erfolgte mit der Microplate 
Manager 5.2.1 Software.  
 
 
2.2.3 Kultivierung und Behandlung der humanen B-Zell-Non-Hodgkin-
Lymphom-Zelllinien in vitro 
2.2.3.1  Kultivierung der Zelllinien  
 
Die Kultivierung von Suspensionszellen (B-NHL-Zelllinien) und adhärenten Zellen (Phoenix) 
(siehe 2.1.10) erfolgte bei 37 °C mit 5 % CO2 in einem CO2-Inkubator (Binder). Den 
Zellkulturmedien RPMI-1640, IMDM, α-MEM oder DMEM (Gibco, Sigma, Lonza) wurde 
10 % fötales Kälberserum (FKS, Gibco), 1 % L-Glutamin (200 nM, Gibco) und 1 % 
Penicillin/ Streptomycin (Gibco) zugesetzt. Die Zusammensetzung der Kulturmedien und die 
Kultivierungsbedingungen erfolgten nach den Angaben der Deutschen Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig).  
Für die Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen aus der Kultur mit 0,1 %igem Trypanblau 
gefärbt und in der Neubauer-Kammer ausgezählt. Mit der Trypanblau-Färbung können 
lebende von toten Zellen unterschieden werden, da Trypanblau durch defekte Zellmembranen 
toter Zellen diffundiert, an die Proteine im Zytosol bindet und die toten Zellen blau angefärbt.  
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Für die Kryokonservierung wurden die Zellen für 5 min bei 1.400 rpm abzentrifugiert und in 
FKS mit 10 % DMSO bei -80 °C weggefroren. Die Langzeitlagerung erfolgt bei -196 °C in 
einem N2-Tank-System (Consarctic). 
 
 
2.2.3.2 Behandlung der B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom-Zelllinien mit Rituximab 
in vitro 
 
Die B-NHL-Zelllinien wurden mit einer Zellzahl von 0,2 x 106 Zellen / ml  für 12 - 72 h mit 
10 µg / ml monomerem oder quervernetztem Rituximab behandelt. Die Quervernetzung von 
Rituximab erfolgte durch die gleichzeitige Zugabe von 25 µg / ml eines sekundären, anti-
human Immunglobulin-F(ab’)2-Fragments. Als IgG1-Isotypkontrolle wurde der 
therapeutische Antikörper Cetuximab, ein anti-EGFR (epidermal growth factor receptor) 
Antikörper, verwendet.  
 
 
2.2.3.3 Analyse der Rituximab-induzierten antikörperabhängigen, 
zellvermittelten Zytotoxizität in vitro 
 
Für die Bestimmung der antikörperabhängigen, zellvermittelten Zytotoxizität (ADCC, 
antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) wurden die B-NHL-Zellen mit 10 µg / ml 
Rituximab behandelt und für 12 h mit peripheren, mononukleären Blutzellen (PBMC, 
peripheral blood mononuclear cells) in einem Verhältnis von 1 : 10 kokultiviert (van Meerten 
et al., 2006). In den PBMC sind ca. 10 % natürliche Killerzellen (NK) enthalten, die vor allem 
für die Induktion der ADCC verantwortlich sind.  
Die Isolation der PBMC erfolgte aus Vollblut von gesunden Spendern (Transfusionszentrale, 
Universitätsklinikum Mainz) mittels Ficoll-Hypaque-Dichtegradientenzentrifugation. Ficoll 
ist ein hydrophiles Polysaccharid und wird für die Trennung von Blutbestandteilen verwendet. 
Das Vollblut wurde 1 : 2 mit PBS verdünnt und 20 ml Ficoll-Hypaque (Gibco) mit 20 ml 
Blutzellsuspension überschichtet. Anschließend wurde für 20 min bei 1400 rpm ohne Bremse 
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation befinden sich die PBMC zwischen der unteren Schicht 
aus Ficoll, Erythrozyten und Granulozyten und der oberen Serumschicht. Die Interphase mit 
den PBMC wurde abgenommen, zweimal mit PBS gewaschen und restliche Erythrozyten für 
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5 min auf Eis mit dem Ammoniumchlorid-Puffer lysiert. Nach erneutem Waschen mit PBS 
wurden die PBMC in FKS mit 10 % DMSO bei -80 °C weggefroren. Die langfristige 
Lagerung erfolgte im N2-Tank bei -196 °C. 
Damit die PBMC von den B-NHL im Durchflusszytometer unterschieden werden konnten, 
wurden die PBMC mit 1 µM CFDA-AM (5-Carboxyfluoresceindiacetat-Acetoxymethylester)  
für 10 min bei 37 °C gefärbt. CFDA-AM ist ein nicht fluoreszierender Farbstoff, der in Zellen 
diffundiert und dort von unspezifischen, zytosolischen Esterasen in den fluoreszierenden 
Farbstoff 5-Carboxyfluorescein gespalten wird. 
Für die Bestimmung der Rituximab-induzierten ADCC wurde die Kokultur aus Rituximab-
behandelten B-NHL und PBMC mit Propidiumiodid gefärbt und am Durchflusszytometer die 
lysierten B-NHL-Zellen nachgewiesen. Dafür wurde die Anzahl der PI-positiven Zellen 
innerhalb der CFDA-negativen B-NHL-Zellpopulation bestimmt. Als Kontrolle wurde die 
unspezifische Lyse der B-NHL-Zellen durch die PBMC bestimmt. Dafür wurden die B-NHL-
Zellen mit den PBMC ohne Rituximab kokultiviert (unspezifische ADCC). Die Berechnung 
der Rituximab-induzierten ADCC erfolgte nach folgender Formel:  
 
spezifische R-ADCC [%] = (R-ADCC / unspezifische ADCC) x 100. 
 
 
2.2.3.4 Analyse der Rituximab-induzierten komplementvermittelten Zytotoxizität 
in vitro 
 
Für die Analyse der komplementvermittelten Zytotoxizität (CDC, complement-dependent 
cytotoxicity) wurden die B-NHL-Zellen für 4 h mit Rituximab in Anwesenheit von 5 % 
humanem Blutserum inkubiert. Die Messung der CDC erfolgte mit PI-Färbung am 
Durchflusszytometer.  
Das humane Serum wurde nach 60 min Gerinnung aus Vollblut von einem gesunden Spender 
gewonnen. Indem die zellulären Blutbestandteile für 20 min bei 900 rpm abzentrifugiert 
wurden. Die Lagerung des humanen Serums erfolgte bei  -80 °C (Cragg et al., 2003; van 
Meerten et al., 2006). 
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2.2.4 Untersuchung der direkten Rituximab-Wirkung in einem humanen 
B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom-Xenotransplantationsmodell in vivo 
2.2.4.1  NOD/SCID-Mausmodell 
 
Um die Rolle der direkten Wirkungen von Rituximab und die Funktion der identifizierten 
Resistenzfaktoren in vivo zu testen, wurde ein humanes B-NHL-Xenotransplantationsmodell 
in immuninkompetenten NOD/SCID (non-obese diabetic / severe combined 
immunodeficiency, NOD.CB-17-Prkdcscid)-Mäusen etabliert. Eine Mutation innerhalb des 
Gens der DNA-Proteinkinase Prkdc (protein kinase, DNA activated, catalytic polypeptide), 
die an der DNA-Reparatur beteiligt ist, führt zu einem Defekt der V(D)J-Rekombination der 
T-Zell-Rezeptor- und Immunglobulin-Gene (Bosma et al., 1988). Deshalb besitzen diese 
Mäuse keine funktionellen T- und B-Lymphozyten. Außerdem zeigen sie eine verminderte 
NK-Zell-Aktivität und Defekte im Komplementsystem (Baxter und Cooke, 1993; Shultz et 
al., 1995; Tang et al., 2008). Um restliche Immunzellen zu reduzieren wurden die Mäuse 
einen Tag vor Versuchsbeginn mit 150 rad sublethal bestrahlt.  
Die Zucht der NOD/SCID-Mäuse und die Kontrolle des genetischen Hintergrundes erfolgten 
durch die zentrale Versuchstiereinrichtigung (ZVTE) des Universitätsklinikums Mainz unter 
Leitung von Dr. Reifenberg. Die durchgeführten Tierversuche  wurden vom 
Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz (Az. 1.5 177–07/051–54) (Projektleiter: Prof. Dr. 
M. Schuler, Dr. P. Hähnel) genehmigt und orientierten sich an den Vorgaben des 
Tierschutzgesetzes und der Gesellschaft für Versuchstierkunde (GV-SOLAS). 
 
 
2.2.4.2 Humanes B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom-Xenotransplantationsmodell  
 
Die Etablierung des humanen B-NHL-Xenotransplantationsmodells in NOD/SCID-Mäusen 
erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Patricia Hähnel (Innere Klinik/Tumorforschung, 
Universitätsklinikum Essen). Dafür wurden 8 – 12 Wochen alte, männliche NOD/SCID-
Mäuse 24 h vor Versuchsbeginn sublethal mit 150 rad bestrahlt, um restliche Immunzellen zu 
reduzieren. 10 x 106 Zellen der B-NHL-Zelllinie Ramos oder HT wurden jeweils in 50 µl PBS 
intravenös (i.v.) in die Schwanzvene appliziert und die Lymphomausbreitung und das 
Überleben der NOD/SCID-Mäuse bestimmt (Schmidtwolf et al., 1991; Ghetie et al., 1990; 
Ghetie et al., 1992; Hong et al., 1992; Itoh et al., 1993; Dekroon et al., 1994). Endpunkt des 
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Versuches waren Symptome von fortschreitender B-NHL-Ausbreitung, wie z.B. rapider 
Gewichtsverlust (> 10 %) oder Lähmungserscheinungen der Hinterbeine aufgrund von 
Lymphominfiltration in das Rückenmark. Die Auswertung der Überlebenskurven erfolgte 
mittels Kaplan-Meier-Schätzer und die Bestimmung des Signifikanzniveaus (p-Wertes) mit 
dem Log-Rank/Mantel-Cox-Test mithilfe der GraphPad Prism 4 Software (Kaplan und Meier, 
1958; Mantel, 1966; Peto und Peto, 1972).  
Um die Lokalisation und Ausbreitung der humanen B-NHL-Zellen in den NOD/SCID-
Mäusen zu untersuchen, wurden Organe mit möglicher Lymphominfiltration, wie z.B. der 
Milz, Lymphknoten, Leber, Niere, Lunge, Knochenmark und Gehirn, entnommen und 
histologisch mittels Hämatoxylin-Eosin-Übersichtsfärbung sowie immunhistochemisch auf 
die Expression von humanem CD20 und dem Proliferationsmarker Ki67 untersucht. Die 
Immunhistochemie und histologische Auswertung erfolgte durch Dr. Florian Grabellus 
(Institut für Pathologie und Neuropathologie, Universitätsklinikum Essen).  
 
2.2.4.3 Rituximab-Behandlung in vivo 
 
Um die direkten Wirkungen von Rituximab in vivo zu untersuchen, wurden 10 x 106  B-NHL-
Zellen in NOD/SCID-Mäusen xenotransplantiert (siehe Kapitel 2.2.4.2). Nach 5 Tagen 
wurden die NOD/SCID-Mäuse intraperitoneal (i.p.) mit 20 mg / kg Körpergewicht (KG) 
Rituximab oder Cetuximab als IgG1-Isotypkontrolle behandelt und das Gesamtüberleben der 
Mäuse verglichen (Bertolini et al., 2000; Di Gaetano et al., 2003; Hernandez-Ilizaliturri et al., 
2003; Cragg und Glennie, 2004). Das Behandlungsschema bestand aus einer täglichen 
Rituximab-Injektion von Tag 5 bis 10 und anschließend zweimal pro Woche bis zum Ende 
des Versuches (Abb. 2.1). 
 
-1 0 5 10 80 d
irradiation
0 rad
.v. 107 human B-cell lymphoma cells
17
i.p. 20mg/kg Rituximab




(150 rad) 20 mg / kg Rituximab i.p.
 
Abbildung 2.1 Rituximab-Behandlungsschema der mit humanen B-NHL-xenotransplantierten 
NOD/SCID-Mäusen. Einen Tag vor Versuchsbeginn wurden die NOD/SCID-Mäuse sublethal mit 150 rad 
bestrahlt. Von den humanen B-NHL-Zellen wurden 107 Zellen i.v. injiziert und von Tag 5 bis 10 täglich sowie 
bis zum Versuchende zweimal wöchentlich mit 20 mg / kg Rituximab i.p. behandelt.  
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Um die Effektivität der Kombinationstherapie von Rituximab mit dem PI3K-Inhibitor 
LY294002 in vivo zu untersuchen, wurde die Rituximab-resistente B-NHL-Zelllinie HT in die 
NOD/SCID-Mäuse xenotransplantiert und mit 20 mg / kg Rituximab in Kombination mit     
20 mg / kg LY294002 i.p. behandelt (Hu et al., 2000; Semba et al., 2002; Fan et al., 2003; 
Martelli et al., 2006). Das LY294002 wurde in PBS mit 10 % DMSO gelöst. Deshalb wurden 
drei NOD/SCID-Mäuse als Kontrolle mit 10 % DMSO in PBS i.p. behandelt, um eine 
Wirkung des Lösungsmittels auszuschließen. Alle Kontroll- und Behandlungsgruppen 
bestanden aus 5 – 10 Mäuse pro Gruppe. 
 
 
2.2.5 Immunohistochemische Untersuchung von B-Zell-Non-Hodgkin-
Lymphom-Patientenproben 
 
Die in vitro identifizierten und in vivo bestätigten Resistenzfaktoren gegenüber Rituximab 
wurden anhand von primärem Biopsiematerial von B-NHL-Patienten, die mit einer 
Rituximab-Kombinationstherapie behandelt wurden, untersucht (Weide et al., 2007; Buske C, 
2008). In Zusammenarbeit mit Dr. habil. Georg Heß (III. Medizinische Klinik, Universität 
Mainz) wurden die Rückenmark- und Lymphknotenbiopsien von B-NHL-Patienten mit 
indolenten oder aggressiven B-NHL  in 4 Gruppen unterteilt. Die Einteilung erfolgte anhand 
des Therapieverlaufs der Patienten. Dabei wurde unterteilt, inwieweit die Patienten auf die 
Rituximab-Therapie angesprochen haben. Unterschieden wurde zwischen gutem Ansprechen 
auf die Rituximab-haltige Therapie (Remission) und schlechtem Ansprechung in 
Zusammenhang mit erneutem Ausbruch des B-NHL (Rezidiv). Jede der vier Gruppen 
bestanden aus 5 - 10 Patienten. Die Patientenproben stammen aus einer klinischen Studie 
(Hess et al., 2006), die von der Ethikkommission der Landesärztekammer Rheinland-Pfalz 
genehmigt wurde. Alle Patienten wurden nach den Richtlinien der Deklaration von Helsinki 
(1964, 6. Überarbeitung 2008) informiert und waren mit der weiteren wissenschaftlichen 
Untersuchung der Biopsieproben einverstanden. 
Die Proteinexpression von möglichen Resistenzfaktoren wurde immunhistochemisch 
basierend auf der Lymphomaggressivität und dem Therapieansprechen ausgewertet und 
verglichen. Die immunhistochemische Analyse der Proteinexpression innerhalb des 
Biospiematerials erfolgte anhand des IHC-Scores nach Remmele von 0 (keine Expression) bis 
4 (starke Expression) durch Dr. Florian Grabellus (Institut für Pathologie und 
Neuropathologie, Universitätsklinikum Essen) (Remmele und Stegner, 1987).  
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3   Ergebnisse 
3.1 Charakterisierung des Rituximab-induzierten Zelltodes in  
humanen B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom-Zelllinien in vitro 
3.1.1 Vergleich des Rituximab-induzierten Zelltodes durch direkte und 
indirekte Wirkmechanismen 
 
Um zu überprüfen, ob der therapeutische anti-CD20-Antikörper Rituximab nach Bindung an 
CD20-positive B-NHL direkt Apoptose induziert, wurden die B-NHL-Zelllinien SU-DHL-4, 
Ramos, WSU-NHL, Jeko-1, HT und Sc-1 mit monomerem Rituximab (10 µg / ml) behandelt.  
Die Apoptoseinduktion von Rituximab wurde verstärkt, indem dieser mit einem sekundären, 
anti-human Immunoglobulin-F(ab’)2-Fragment (25 µg / ml) quervernetzt wurde. Als 
Kontrolle diente die Behandlung mit dem anti-human Immunoglobulin-F(ab’)2-Fragment 
alleine sowie die IgG1-Isotypkontrolle mit quervernetztem anti-EGFR (epidermal growth 
factor receptor)-Antikörper Cetuximab (10 µg / ml). Nach 48 h Behandlung wurde der 


























Abbildung 3.1 Rituximab-induzierter Zelltod in B-NHL-Zelllinien.  Sechs B-NHL-Zelllinien und die CD20-
negative Kontrolle K562 wurden 48 h mit monomerem und quervernetztem Rituximab behandelt. Als Kontrolle 
diente die Behandlung mit sekundärem F(ab’)2-Fragment alleine sowie die IgG1-Isotypkontrolle mit Cetuximab. 
Der Zelltod wurde durchflusszytometrisch mittels PI-Färbung bestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte aus 
drei unabhängigen Experimenten mit Standardabweichung. 
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Die Bestimmung der Sensitivität gegenüber Rituximab zeigte, dass die B-NHL-Zelllinien 
Ramos, WSU-NHL und SU-DHL-4 sensitiv gegenüber der Behandlung mit Rituximab 
reagierten. Dagegen waren die Zelllinien Jeko-1, HT und Sc-1 resistent. Die CD20-negative 
Zelllinie K562 wurde als Negativkontrolle verwendet. 
Um den beobachteten Rituximab-resistenten Phänotyp weiter zu untersuchen, wurde die 
Apoptoseinduktion durch quervernetzten Rituximab in weiteren B-NHL-Zelllinien 
unterschiedlicher histologischer Subtypen getestet. Nach 48 h Behandlung mit 
quervernetztem Rituximab wurde der prozentuale Anteil apoptotischer Zellen 
durchflusszytometrisch anhand der Messung von Zellen mit fragmentierter DNA (Sub-G1-
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Abbildung 3.2 Direkte Apoptoseinduktion durch Rituximab. Dreizehn B-NHL-Zelllinien mit 
unterschiedlichem B-NHL-Subtyp sowie die CD20-negative Kontroll-Zelllinie K562 wurden mit quervernetztem 
Rituximab für 48 h behandelt und der Anteil apoptotischer Zellen anhand der Sub-G1-Fraktion 
durchflusszytometrisch bestimmt. Sieben der dreizehn untersuchten B-NHL-Zellen zeigten einen Rituximab-
sensitiven Phänotyp, während die anderen sechs B-NHL-Zelllinien mit weniger als 20 % Sub-G1 resistenter 
gegenüber Rituximab-induzierter Apoptose sind. Angegeben sind die Mittelwerte aus drei unabhängigen 
Experimenten mit Standardabweichung. 
 
 
Erneut zeigten sieben der dreizehn mit Rituximab-behandelten B-NHL-Zelllinien einen 
Rituximab-sensitiven (53,8 %) und  sechs einen Rituximab-resistenten Phänotyp. Eine B-
NHL-Zelllinie wurde als resistent gegenüber Rituximab-Behandlung eingeordnet, wenn die 
Apoptoseinduktion durch quervernetzten Rituximab nach 48 h geringer als 20 % war. Damit 
wurden als Rituximab-sensitiv die B-NHL-Zelllinien OCI-Ly7, EHEB, Ramos, SU-DHL-4, 









Rituximab in vitro waren die Zelllinien Jeko-1, Karpas-422, BL-2, HT und Sc-1. Allerdings 
ist der Übergang zwischen Rituximab-sensitiven und -resistenten B-NHL-Zellen fließend.  
Da die verwendeten B-NHL-Zelllinien unterschiedliche B-NHL-Subtypen repräsentieren, 
konnte gezeigt werden, dass die beobachtete Resistenz gegenüber Rituximab unabhängig vom 
histologischen Lymphomsubtyp oder der Aggressivität der B-NHL war. 
Um aufzuklären, ob der beobachtete Rituximab-resistente Phänotyp bei der direkten Induktion 
von Apoptose mit den indirekten Wirkmechanismen, der antikörperabhängigen, 
zellvermittelten Zytotoxizität (ADCC) und komplementvermittelten Zytotoxizität (CDC), 
korreliert, wurde die Rituximab-induzierte Apoptose mit dem Zelltod durch ADCC und CDC 
verglichen. Die Messung der ADCC erfolgte durchflusszytometrisch mittels PI-Färbung nach 
12 h Kokultur der B-NHL-Zellen mit Rituximab (10 µg / ml) und PBMC (peripheral blood 
mononuclear cells) in einem Verhältnis von 1 : 10.  Für die Induktion der CDC wurden die B-
NHL-Zelllinien 4 h zusammen mit  Rituximab (10 µg / ml) und 5 % humanem Serum 
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Abbildung 3.3 Vergleich der direkten Induktion von Apoptose durch Rituximab mit den indirekten 
Wirkmechanismen CDC und ADCC.  Für die Induktion von Rituximab-induzierter Apoptose wurden die 
Rituximab-sensitiven und –resistenten B-NHL-Zelllinien 48 h mit quervernetztem Rituximab behandelt und die 
Sub-G1-Fraktion durchflusszytometrisch bestimmt. Die Rituximab-induzierte ADCC wurde nach 12 h Kokultur 
mit PBMC (peripheral blood mononuclear cells) durchflusszytometrisch mittels PI-Färbung ermittelt. Für die 
Induktion der Rituximab-vermittelten Komplementlyse (CDC) wurden die B-NHL-Zelllinien 4 h mit Rituximab 
in Kombination mit 5 % humanem Serum inkubiert und die Zelllyse nach PI-Färbung durchflusszytometrisch 





Bei dem Vergleich der Rituximab-induzierten Apoptose mit der ADCC und CDC zeigte sich, 
dass der Rituximab-resistente Phänotyp der B-NHL-Zelllinien bei der direkten Induktion von 
Apoptose auch mit der Sensitivität gegenüber CDC und teilweise mit der ADCC korreliert. 
Um auszuschließen, dass die Rituximab-Resistenz auf einer geringeren 
Zelloberflächenexpression des CD20-Zielantigens basiert, wurde die CD20-Expression in den 
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Abbildung 3.4 Expression von CD20 auf der Zelloberfläche der B-NHL-Zelllinien (MFI, mean 
fluorescence intensity). Unbehandelte B-NHL-Zelllinien wurden mit einem FITC-markierten anti-human CD20-




Es zeigte sich, dass die Sensitivität der B-NHL-Zelllinien gegenüber Rituximab-Behandlung 








3.1.2 Charakterisierung des Rituximab-induzierten Apoptosesignalwegs 
3.1.2.1  Rituximab-induzierte, apoptotische DNA-Fragmentierung  
 
Die späte Phase der Apoptosekaskade ist charakterisiert durch die Aktivierung von 
Effektorcaspasen. Diese Proteasen spalten die Peptidbindungen C-terminal von Aspartat 
verschiedener zellulärer Komponenten, wie z.B. der Laminine der Zellkernmembran oder den 
Inhibitor der DNase CAD (ICAD, caspase-activated DNase). Die Spaltung dieser Proteine 
führt unter anderem zur Degradation des Zytoskeletts, zur DNA-Fragmentierung und zur 
Bildung von apoptotischen Körperchen (apoptotic bodies) (Lamkanfi et al., 2007). Die 
apoptotische DNA-Fragmentierung wurde anhand der Sub-G1-Fraktion im Zellzyklusprofil 
durchflusszytometrisch quantifiziert.  
Um die Induktion von Apoptose durch Rituximab besser charakterisieren zu können, wurde 
als Kontrolle der Breitspektrumproteinkinase-Inhibitor Staurosporin verwendet, der Apoptose 
über den intrinsischen, mitochondrialen Signalweg induziert (Bertrand et al., 1994; Karaman 
et al., 2008). Zum Vergleich der Apoptoseinduktion wurden die Rituximab-sensitiven B-
NHL-Zelllinien Ramos, SU-DHL-4 und WSU-NHL sowie die Rituximab-resistenten B-NHL-
Zelllinien Jeko-1, HT und Sc-1 48 h mit quervernetztem Rituximab sowie mit Staurosporin 
(50 nM, 24 h) behandelt und die apoptotische DNA-Fragmentierung anhand der Sub-G1-



















Abbildung 3.5 Vergleich der Induktion von intrinsischer, mitochondrialer Apoptose durch Rituximab mit 
dem Pan-Kinaseinhibitor Staurosporin. Für die Induktion der Apoptose durch Rituximab wurden die 
Rituximab-sensitiven B-NHL-Zelllinien Ramos, SU-DHL-4 und WSU-NHL sowie die Rituximab-resistenten 
Jeko-1, HT und Sc-1 48 h mit quervernetztem Rituximab behandelt. Zum Vergleich der Apoptoseinduktion 
wurden sie außerdem für 24 h mit 50 nM Staurosporin behandelt, das Zelltod über den intrinsischen 




Es zeigte sich, dass die Rituximab-Sensitivität der untersuchten B-NHL-Zelllinien teilweise 
mit der Sensitivität gegenüber der Staurosporin-induzierten Apoptose korrelierte. Das könnte 
bedeuten, dass die Rituximab-Resistenz auf einer primären, zellintrinsischen Resistenz 
gegenüber der intrinsischen Apoptose beruht. Weiter wurde die beobachtete, intrinsische 
Apoptoseresistenz und der Mechanismus der Apoptoseinhibition genauer charakterisiert. 
 
 
3.1.2.2  Rituximab-induzierte Caspasenaktivierung  
 
Die Caspasekaskade, bei der inaktive Proformen der Initiator- (Caspase-8, -9) und 
Effektorcaspasen (Caspase-3, -6, -7) in ihre aktive Form gespalten werden, ist ein zentraler 
und essentieller Schritt innerhalb der apoptotischen Signaltransduktion (Lamkanfi et al., 2007; 
Kumar, 2007). Um nachzuweisen, dass Rituximab Apoptose über Aktivierung von Caspasen 
induziert, wurden die B-NHL-Zelllinien 24 h mit monomerem und quervernetztem Rituximab 
behandelt und die aktivierten Caspasen anhand des fluoreszenzmarkierten Caspasensubstrates 

























Abbildung 3.6 Caspasenaktivierung durch Rituximab in sensitiven und resistenten B-NHL-Zellen. Nach 
24 h Behandlung der B-NHL-Zellen mit monomerem und quervernetztem Rituximab wurde die Aktivierung von 
Caspasen mithilfe des fluoreszenzmarkierten Caspasensubstrates FITV-VADfmk durchflusszytometrisch 
bestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten mit Standardabweichung. 
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Eine deutliche Aktivierung der Caspasen erfolgte durch Rituximab nur in den sensitiven B-
NHL-Zelllinien SU-DHL-4 und Ramos, bei denen auch der Zelltod durch Rituximab 
auslösbar war. In den resistenten B-NHL-Zelllinien HT und Sc-1 kam es dagegen nicht zur 
Caspasenaktivierung durch Rituximab. Das zeigte, dass die Caspasen bei der Rituximab-
vermittelten Apoptose aktiviert wurden und für die charakteristische DNA-Fragmentierung 
verantwortlich waren. 
Um die Bedeutung der Caspasen bei der Rituximab-induzierten Apoptose zu bestätigen, 
wurden die Rituximab-sensitiven B-NHL-Zelllinien SU-DHL-4, Ramos und WSU-NHL 48 h 
mit Rituximab in Kombination mit dem zellpermeablen, irreversiblen Pan-Caspaseninhibitor 
zVADfmk (50 µM) behandelt. Aufgrund der Inhibition der Caspasen durch zVADfmk kam es 
zu einer Verringerung der apoptotischen DNA-Fragmentierung durch Rituximab (Abb. 3.7A). 
Dieses Ergebnis zeigte, dass durch Inhibition von Caspasen die Rituximab-induzierte 
Apoptose in den B-NHL-Zellen verhindert werden konnte und bestätigte die Aktivierung der 


































































Cytochrom c / dATP
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Abbildung 3.7 Inhibition der apoptotischen DNA-Fragmentierung durch den Pan-Caspaseninhibitor 
zVADfmk (A) und Vergleich der Caspasenaktivierung in den B-NHL-Zelllinien (B). (A) Der Nachweis des 
Caspasen-abhängigen Zelltodes durch Rituximab-Behandlung erfolgte durch die Behandlung der sensitiven B-
NHL-Zellen Su-DHL-4, Ramos und WSU-NHL für 48 h mit quervernetztem Rituximab und gleichzeitiger 
Inhibition der Caspasen mit 50 µM des Pan-Caspaseninhibitors zVADfmk. (B) In Zellextrakten der Rituximab-
sensitiven und -resistenten B-NHL-Zelllinien wurde Caspasen-3 mittels Cytochrom c- und dATP-Behandlung 
aktiviert und die Caspase-3 (DEVDase)-Aktivität photometrisch mithilfe des kolorimetrischen 
Caspasensubstrates Ac-DEVD-pNA analysiert. Als Kontrolle für die Spezifität der Caspasenaktivierung wurden 
diese mit dem Pan-Caspaseninhibitor zVADfmk wiederum inhibiert. Angegeben sind die Mittelwerte aus drei 
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Die Analyse der Rituximab-induzierten Caspasenaktivierung wurde bestätigt durch die 
Hemmung der Rituximab-induzierten, apoptotischen DNA-Fragmentierung mit dem Pan-
Caspaseninhibitor zVADfmk. Damit konnte gezeigt werden, dass Rituximab Apoptose über 
den klassischen Weg der Caspasenaktivierung induziert. 
Da bei den resistenten B-NHL-Zellen keine Caspasenaktivierung durch Rituximab beobachtet 
werden konnte, sollten zur weiteren Charakterisierung der Apoptoseresistenz Caspasendefekte 
überprüft werden. Durch die induzierte Aktivierung der Caspase-3 mittels Cytochrom c und 
dATP in den B-NHL-Zellextrakten und die photometrische Analyse der Umsetzung des 
kolorimetrischen Caspase-3-Substrates Ac-DEVD-pNA wurde die maximal mögliche 
Aktivierung der Caspase-3 in den B-NHL-Zellen bestimmt (Abb. 3.7B).  
Die Bestimmung der maximalen Caspase-3-Aktivität in den B-NHL-Zelllinien zeigte, dass 
die Aktivierbarkeit der Caspasen in den untersuchten Zelllinien vergleichbar ist und in den 
Rituximab-resistenten Zellen offensichtlich keine Caspasendefekte vorliegen. Die Inhibition 
der Apoptose in den resistenten B-NHL-Zelllinien sollte somit in einem früheren Signalschritt 
der Apoptosekaskade erfolgen. 
 
 
3.1.2.3 Rituximab-induzierte Cytochrom c-Freisetzung aus den Mitochondrien in 
das Zytoplasma 
 
Bei der intrinsischen, mitochondrialen Apoptose kommt es zu einer Porenbildung in der 
äußeren Mitochondrienmembran durch Homo- und Heterodimerisierung der Proteine Bak und 
Bax und dadurch zur Freisetzung von Cytochrom c aus dem mitochondrialen 
Intermembranraum in das Zytoplasma. Dies ist Vorraussetzung für die Formierung des 
Apoptosom-Komplexes bestehend aus Cytochrom c, Caspase-9 und dem apoptotischen 
Protease-Aktivierungsfaktor-1 (Apaf-1), der für die Aktivierung der Caspase-9 essentiell ist. 
Die Initiatorcaspase-9 aktiviert darauf folgend die Effektorcaspase-3 (Green und Kroemer, 
2004b; Spierings et al., 2005; Ow et al., 2008; Riedl und Salvesen, 2007). 
Cytochrom c wurde in zytosolischen Extrakten der B-NHL-Zelllinien nach 12 h Behandlung 
mit Rituximab oder 4 h mit Staurosporin (25 nM) in Anwesenheit des Caspaseninhibitors 
zVADfmk, damit die Induktion der Apoptose auf Ebene der Caspasen gestoppt wurde, mittels 
































Abbildung 3.8 Rituximab- und Staurosporin-induzierte Cytochrom c-Freisetzung aus den Mitochondrien 
in das Zytoplasma. Nach 12 h Behandlung mit quervernetztem Rituximab oder 4 h mit 25 nM Staurosporin 
wurden in zytosolischen Zellextrakten von Rituximab-sensitiven B-NHL-Zelllinien SU-DHL-4 und Ramos 
sowie den resistenten Jeko-1 und HT zytosolisches Cytochrom c mittels ELISA nachgewiesen. Angegeben sind 
die Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten mit Standardabweichung. 
 
 
Der Vergleich von zytosolischem Cytochrom c nach Rituximab- und Staurosporin-
Behandlung der beiden Rituximab-sensitiven B-NHL-Zelllinien SU-DHL-4 und Ramos mit 
den resistenten Zelllinien Jeko-1 und HT zeigte nur in den sensitiven Zellen eine Cytochrom 




3.1.2.4 Rituximab-induzierter Verlust des mitochondrialen Membranpotentials 
 
Aufgrund der Porenbildung in der äußeren Mitochondrienmembran während der 
Apoptosekaskade kommt es zum Verlust des mitochondrialen Transmembranpotentials 
(ΔΨm). Mithilfe des Fluoreszenzfarbstoffs Tetramethylrhodaminethylester (TMRE) können 
Änderungen des mitochondrialen Transmembranpotentials nachgewiesen werden.  
Um zu bestätigen, dass Rituximab intrinsische, „mitochondriale“ Apoptose induziert und es 
dabei zu einer Depolarisierung der Mitochondrienmembran kommt, wurden die Rituximab-
sensitiven und -resistenten Zelllinien für 24 h mit monomerem und quervernetztem Rituximab 
behandelt und die Änderung des mitochondrialen Transmembranpotentials (ΔΨm) verglichen. 













Abbildung 3.9 Durchflusszytometrischer Nachweis des Rituximab-induzierten Verlustes des 
mitochondrialen Membranpotentials ΔΨm mittels TMRE-Färbung. Die Rituximab-sensitive B-NHL-
Zelllinie Ramos und resistenten Zelllinie Jeko-1 wurden für 24 h mit quervernetztem Rituximab behandelt. Der 
Nachweis der Induktion intrinsischer Apoptose durch Rituximab über die Depolarisierung des mitochondrialen 
Transmembranpotentials (ΔΨm) erfolgte mithilfe des Fluoreszenzfarbstoffs TMRE. Lebende Zellen sind TMRE-
positiv, apoptotische Zellen TMRE-negativ.  
 
 
Die TMRE-Färbung zeigte bei der unbehandelten B-NHL-Zelllinie Ramos, dass 90,5 % der 
analysierten Zellen intakte Mitochondrien besitzen. Während der Behandlung mit Rituximab 
kam es bei den Ramos-Zellen zu einem Verlust des mitochondrialen Transmembranpotentials, 
die als TMRE-negative Fraktion quantifiziert wurde. Diese konnte bei den Rituximab-
resistenten Jeko-1-Zellen nicht nachgewiesen werden.  
Außerdem wurde beobachtet, dass die Behandlung mit monomerem Rituximab nur bei       
14,2 % der behandelten Ramos Zellen das mitochondriale Transmembranpotential beeinflusst. 
Dagegen waren es bei der Behandlung mit quervernetztem Rituximab 41,9 % der Zellen. Dies 





















































Abbildung 3.10 Verlust des mitochondrialen Transmembranpotentials (ΔΨm) durch Rituximab. Um den 
Rituximab-induzierten Verlust des mitochondrialen Transmembranpotentials in Rituximab-sensitiven und 
resistenten B-NHL-Zelllinien zu vergleichen, wurden die Zellen 24 h mit monomerem und quervernetztem 
Rituximab behandelt und durchflusszytometrisch mittels TMRE-Färbung ausgewertet. Angegeben sind die 
Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten mit Standardabweichung.  
 
 
Auch die Analyse weiterer Rituximab-sensitiver und resistenter B-NHL-Zelllinien zeigte, 
dass Rituximab in den sensitiven B-NHL-Zellen SU-DHL-4, Ramos und WSU-NHL 
Apoptose über die Depolarisierung der äußeren mitochondrialen Membran (ΔΨm) induziert, 
was zur bereits analysierten Freilassung von Cytochrom c aus den Mitochondrien in das 
Zytoplasma und zur Caspasenaktivierung führt.  
Die Rituximab-resistenten B-NHL-Zelllinien Jeko-1, HT und Sc-1 zeigten dagegen kein 
Verlust des mitochondrialen Transmembranpotentials durch Rituximab. Das bedeutet, dass 
die Inhibition der Apoptose bei den resistenten B-NHL eventuell auf der Ebene der pro- und 
anti-apoptotischen Proteine der Bcl-2-Familie stattfindet, durch die die Porenbildung in der 







3.1.2.5 Proteinexpression der Bcl-2-Proteinfamilie in Rituximab-sensitiven und    
-resistenten B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom-Zelllinien 
 
Die Integrität der Mitochondrienmembran ist durch die pro- und anti-apoptotischen Proteine 
der Bcl-2-Familie reguliert. Die beiden pro-apoptotischen Proteine Bak und Bax bilden durch 
Homo- und Heterodimerisierung Poren in der äußeren Mitochondrienmembran. Beide werden 
direkt über die pro-apoptotischen BH3 (Bcl-2 homology domain 3)-only Proteine Bim und Bik 
(Aktivatoren) aktiviert und durch die anti-apoptotischen Proteine Bcl-2, Bcl-xL und Mcl-1 
inhibiert. Weitere BH3-only Proteine, wie z.B. Bik und Bad (Sensitivierer), wirken pro-
apoptotisch, indem sie die anti-apoptotischen Proteine der Bcl-2-Familie inhibieren und damit 
indirekt Apoptose über die Freigabe von Bak und Bax einleiten (Youle und Strasser, 2008; 
Green und Kroemer, 2004a; Alfredsson et al., 2005; Cory und Adams, 2002; Strasser, 2005; 
Zhuang und Brady, 2006).  
Die Proteinexpression der Bcl-2-Familie wurde in unbehandelten Gesamtproteinextrakten von 

















SU-DHL-4 Ramos WSU-NHL Jeko-1 HT Sc-1
resistentsensitiv  
Abbildung 3.11 Vergleich der Proteinexpression der pro- und anti-apoptotischen Proteine der Bcl-2-
Familie in Rituximab-sensitiven und –resistenten B-NHL-Zellen mittels Western Blot. In unbehandelten 
Proteinextrakten der sensitiven B-NHL-Zelllinien SU-DHL4, Ramos und WSU-NHL sowie der resistenten 
Zellen Jeko-1, HT und Sc-1 wurde die Proteinexpression der pro-apoptotische Proteine Bak und Bax, der pro-
apoptotischen BH3-only Proteine Bim, Bid, Bik und Bad sowie der anti-apoptotischen Proteine der Bcl-2-
Familie Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1 und Bfl-1 verglichen. 
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Bei dem Vergleich der Proteinexpression von pro- und anti-apoptotischen Proteinen der Bcl-
2-Familie in Rituximab-sensitiven B-NHL-Zelllinien mit –resistenten konnte nachgewiesen 
werden, dass die resistenten B-NHL-Zelllinien Jeko-1, HT und Sc-1 anti-apoptotisches Bcl-xL 
oder Mcl-1 höher exprimieren. Die erhöhte Expression von Bcl-2 in den B-NHL-Zelllinien 
SU-DHL-4, WSU-NHL und Sc-1 basiert auf der chromosomalen Translokation t(14;18) und 
hat keinen Einfluss auf die Sensitivität gegenüber Rituximab. Bei der Expression der pro-
apoptotischen Proteine Bak und Bax konnte kein Unterschied zwischen sensitiven und 
resistenten B-NHL-Zellen beobachtet werden. Dagegen werden die pro-apoptotischen 
Proteine Bid und Bik in den sensitiven B-NHL-Zellen SU-DHL-4 und Ramos verstärkt 
exprimiert. Allerdings ist die Gruppe der pro-apoptotischen BH3-only Proteine sehr 
unterschiedlich in den verschiedenen B-NHL-Zelllinien exprimiert.  
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Resistenz gegenüber Rituximab-induzierter 
Apoptose auf der erhöhten Expression der anti-apoptotischen Proteine Mcl-1 und Bcl-xL 
beruhen könnte.  
 
 
3.1.2.6 Transkriptionelle und translationale Regulation der Bcl-2-Proteinfamilie 
durch Rituximab 
 
Die Regulation der pro-apoptotischen BH3-only Proteine der Bcl-2-Proteinfamilie erfolgt 
transkriptionell, translational oder posttranslational. Außerdem interagieren die verschiedenen 
pro- und anti-apoptotischen Proteine der Bcl-2-Familie über ihre BH3-Domäne in einem 
komplexen Netzwerk aktivierend oder inhibitorisch miteinander. Offenbar werden die BH3-
only Proteine, die nur die BH3 (Bcl-2 homolog)-Domäne besitzen, spezifisch über definierte 
extra- oder intrazellulären Todessignalen aktiviert (Cory und Adams, 2002; Cory et al., 2003; 
Strasser, 2005; Puthalakath und Strasser, 2002).  
Bisher ist unbekannt, welche Rolle die pro-apoptotischen Proteine der Bcl-2-Familie bei der 
Rituximab-induzierten Apoptose spielen. Auch die Regulation der BH3-only Proteine durch 
Rituximab ist bisher nicht untersucht worden. Deshalb wurde die transkriptionelle und 
translationale Regulation der Bcl-2-Proteinfamilie, mit besonderem Fokus auf die BH3-only 
Proteine, analysiert. Nach Behandlung Rituximab-sensitiver und –resistenter B-NHL-
Zelllinien mit Rituximab wurde mittels quantitativer Real time-PCR und Western Blot die 










































Abbildung 3.12 Vergleich der transkriptionellen Regulation der Bcl-2-Proteinfamilie durch Rituximab in 
der sensitiven Zelllinie SU-DHL-4 und der resistenten Zelllinie Jeko-1 mittels quantitativer Real-time 
PCR. Die B-NHL-Zellen wurden für 4 h mit monomerem Rituximab behandelt, die RNA isoliert, in cDNA 
umgeschrieben und mittels quantitativer Real-time-PCR die relative Änderung der Genexpression der pro- und 
anti-apoptotischen Proteine der Bcl-2-Familie analysiert.  
 
 
Die Analysen zur relativen Änderung der Genexpression der pro- und anti-apoptotischen 
Proteine der Bcl-2-Familie durch Rituximab zeigte eine verstärkte Expression der Gene für 
pro-apoptotisches Bid und Bik in der Rituximab-sensitiven B-NHL-Zelllinie SU-DHL-4. Im 
Vergleich dazu waren in der resistenten Zelllinie Jeko-1 alle untersuchten Gene der Bcl-2-
Proteinfamilie, bis auf das Gen für das pro-apoptotische BH3-only Protein Puma, durch 
Rituximab herunterreguliert.  
Aufgrund der unterschiedlichen Regulation oder Stabilität von mRNA und Proteinen, kann 
von der induzierten mRNA eines Gens jedoch nicht auf eine höhere Proteinexpression 
geschlossen werden. Daher wurde die Regulation der Bcl-2-Proteinfamilie durch Rituximab 
auch auf Proteinebene untersucht. Hierzu wurden die sensitiven B-NHL-Zelllinien SU-DHL-4 
und Ramos sowie die resistenten Zelllinien Jeko-1 und HT 12 h mit Rituximab behandelt, 
Gesamtproteinextrakte gewonnen und mittels Western Blot die Änderung der 
Proteinexpression der Bcl-2-Familie analysiert (Abb. 3.13). 
 




Abbildung 3.13 Vergleich der Regulation der Proteinexpression der Bcl-2-Familie durch Rituximab. Nach 
12 h Behandlung mit monomerem oder quervernetztem (F(ab’)2) Rituximab wurden Gesamtproteinextrakte 




Das anti-apoptotische Protein Bcl-2 wird aufgrund der chromosomalen Translokation t(14;18) 
in den Rituximab-sensitiven SU-DHL-4 überexprimiert. Allerdings hat die erhöhte 
Expression von Bcl-2 keinen Einfluss auf die Sensitivität gegenüber Rituximab-Behandlung 
und wird durch Rituximab auch nicht reguliert. Im Vergleich dazu wird das anti-apoptotische 
Protein Mcl-1 in den resistenten Zelllinien Jeko-1 und HT stärker exprimiert, als in den 
sensitiven Zelllinien, und wird durch Rituximab herunter reguliert. Die pro-apoptotische 
Isoform des BH3-only Proteins BimEL (extra long isoform) wird nur in den sensitiven B-
NHL-Zelllinien SU-DHL-4 und Ramos exprimiert und durch Rituximab in Ramos-Zellen 
weiter induziert. Auch das pro-apoptotische BH3-only Protein Bid wird durch die Behandlung 
der  B-NHL-Zellen mit quervernetztem Rituximab induziert, was mit den qRT-PCR-
Messungen korreliert. Bik ist in den Rituximab-sensitiven Zelllinien SU-DHL-4 und Ramos 
höher exprimiert, wird allerdings durch die Rituximab-Behandlung herunterreguliert. Das 
Protein Bad wird dagegen in den resistenten B-NHL-Zellen höher exprimiert und durch 
Rituximab in den sensitiven SU-DHL-4-Zellen induziert. Über Bad ist bekannt, dass es durch 
die Seronin/Threonin-Proteinkinase Akt phosphoryliert, von dem Protein 14-3-3 gebunden 
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wird und dadurch das anti-apoptotische Protein Bcl-xL freigelassen wird (Datta et al., 1997; 
Datta et al., 1999).  
Zusammengefasst bestätigen diese Untersuchungen die These, dass Rituximab über die 
Regulation der Bcl-2-Proteinfamilie Apoptose induziert.  
 
 
3.1.2.7 Induktion von Rituximab-Resistenz in sensitiven B-Zell-Non-Hodgkin-
Lymphom-Zelllinien durch Bcl-xL-Expression 
 
Um die Bedeutung des intrinsischen Signalwegs für die Rituximab-induzierte Apoptose auch 
genetisch zu bestätigen, wurde das anti-apoptotische Protein Bcl-xL in den Rituximab-
sensitiven B-NHL-Zelllinien SU-DHL-4, Ramos und WSU-NHL mittels retroviraler 
Transduktion stabil exprimiert. Bcl-xL ist ein starker Inhibitor der intrinsischen Apoptose und 
schützt Zellen besser vor der Induktion von Apoptose als Bcl-2 (Shimizu et al., 1995; 
Gottschalk et al., 1994). Die anti-apoptotischen Wirkungen von Bcl-xL basieren vor allem auf 
der direkten Inhibition von Bak und Bax sowie des pro-apoptotischen BH3-only Proteins tBid 
(truncated Bid) (Cheng et al., 1996; Billen et al., 2008). Bcl-xL ist in verschiedenen 
Tumortypen verstärkt exprimiert und ist assoziiert mit Therapieresistenz (Espana et al., 2004; 
Olopade et al., 1997; Simonian et al., 1997; Bairey et al., 1999). Auch für die Therapie von B-
NHL mit Rituximab wurde Bcl-xL als möglicher Resistenzfaktor beschrieben (Bonavida, 
2007).  
Die Bcl-xL-exprimierenden B-NHL-Zelllinien wurden 48 h mit quervernetztem Rituximab 
behandelt und die Apoptoseinduktion durchflusszytometrisch anhand der Sub-G1-Fraktion 
bestimmt (Abb. 3.14B). Als Kontrollen dienten Zellen, die entweder den Leervektor, eine 
dominant-negative Mutante von FADD (Fas-associated protein with death domain, DN-
FADD) oder eine dominant-negative Mutante der Caspase-9 (DN-Caspase-9) stabil 
exprimierten (ABB. 3.14A).  
FADD ist ein intrazelluläres Adaptermolekül das mithilfe der C-terminalen Todesdomäne 
(death domain) an den Todesrezeptors Fas (CD95) bindet. Die N-terminale Effektordomäne 
von FADD rekrutiert die Initiatorcaspase-8 in den Proteinkomplex DISC (death inducing 
signaling complex), der das extrazelluläre Apoptosesignal intrazellulär weiterleitet (Eberstadt 
et al., 1998; Peter und Krammer, 2003; Barnhart et al., 2003). DN-FADD enthält die C-
terminale Todesdomäne und kann intrazellulär an die Todesrezeptoren binden. Allerdings 
fehlt die N-terminale Effektordomäne wodurch das Apoptosesignal nicht weiter gegeben 
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Abbildung 3.14 Induktion von Resistenz gegenüber Rituximab-induzierter Apoptose in sensitiven B-NHL-
Zelllinien mittels stabiler Expression von Apoptoseinhibitoren. (A) In die Rituximab-sensitive B-NHL-
Zelllinie SU-DHL-4 wurde mittels retroviraler Transduktion das anti-apoptotische Protein Bcl-xL, um die 
intrinsische Apoptose zu inhibieren, dominant-negatives FADD (DN-FADD), um den extrinsischen 
Apoptosesignalweg zu inhibieren und eine dominant-negative Mutante der Caspase-9 (DN-Caspase-9) stabil 
exprimiert. Die Apoptoseinduktion durch quervernetzten Rituximab wurde in den genetisch veränderten Zellen 
nach 48 h Behandlung durchflusszytometrisch anhand der apoptotischen DNA-Fragmentierung bestimmt. (B) 
Die Induktion von Rituximab-Resistenz durch die Überexpression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-xL und 
der damit verbundenen Blockade des intrinsischen Apoptosesignalweges wurde in den sensitiven B-NHL-
Zelllinien SU-DHL4, Ramos und WSU-NHL bestätigt. Angegeben sind die Mittelwerte aus drei unabhängigen 
Experimenten mit Standardabweichung. 
 
 
Die Überexpression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-xL in der Rituximab-sensitiven B-
NHL-Zelllinie SU-DHL-4 inhibierte die Rituximab-induzierte Apoptose um ca. 85 % (p = 
0,0013), während die DN-Caspase-9 eine Inhibition um ca. 40 % (p = 0,1395) vermittelte. Die 
Hemmung des extrinsischen Apoptosesignalweges durch DN-FADD hatte keinen Einfluss auf 
die Rituximab-induzierte Apoptose (p = 0,4292). Dies zeigte, dass Rituximab Apoptose über 
den intrinsischen, mitochondrialen Signalweg induziert, der durch das anti-apoptotische 
Protein Bcl-xL inhibiert werden kann. Dieser inhibitorische Effekt von Bcl-xL konnte in 
weiteren, sensitiven B-NHL-Zellen (Ramos, WSU-NHL) bestätigt werden. Die verstärkte 
Expression der anti-apoptotischen Proteine der Bcl-2-Familie wurde somit als möglicher 
Resistenzmechanismus gegenüber Rituximab-Behandlung von B-NHL in vitro identifiziert. 
 
 
   A         B 
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3.1.3 Charakterisierung der Rituximab-induzierten intrazellulären 
Signaltransduktion 
 
Bisher ist unbekannt, wie die intrazelluläre Signaltransduktion nach extrazellulärer Bindung 
von Rituximab an CD20 weiter zur Bcl-2-Proteinfamilie gelangt. Zentrale, intrazelluläre 
Signaltransduktionswege, die auch an der Regulation der Bcl-2-Proteinfamilie beteiligt sein 
können, sind der MAPK und der PI3K/Akt-Signalweg. Um den Einfluss von Rituximab auf 
beide Signalwege genauer zu charakterisieren, wurden Rituximab-sensitive SU-DHL-4- und 
Ramos-Zellen sowie die resistenten Jeko-1- und HT-Zellen 4 h mit Rituximab behandelt. Die 
Gesamtproteinextrakte wurden hinsichtlich der Proteinexpression sowie der 
Proteinphosphorylierung verschiedener Proteinkinasen analysiert (Abb. 3.15). Anhand des 
Phosphorylierungsgrades kann auf die Proteinaktivität der Kinasen geschlossen werden. Die 
Modulation der MAPK p38, JNK und ERK1/2 sowie von Akt, PDK1 (3-phosphoinositide 
dependent kinase 1) und GSK-3β (Glykogensynthase-Kinase-3β) durch Rituximab wurde 
mittels Western Blot analysiert.  
Bei dem PI3K-Signalweg wird das intrazelluläre Signal von der PI3K über die 
Phosphorylierung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) direkt an PDK1und Akt 
weitergeleitet. Die Aktivität von Akt wird durch die Serin/Threoninkinasen  PDK1 und 
mTORC2 (mammalian target of rapamycin complex 2) sowie durch die Proteinphosphatase 
PP2A und PHLPP (PH domain leucin-rich repeat phosphatase) streng reguliert. PDK1 
phosphoryliert Akt an der Aminosäure Threonin-308 innerhalb der regulatorischen Domäne 
und durch mTORC2 an Serin-473 innerhalb der Kinasedomäne.  
Akt ist eine zentrale Proteinkinase innerhalb der intrazellulären Signaltransduktion und 
reguliert die Aktivität verschiedener Proteine, die z.B. am Zellwachstum (p21Cip, p27Kip, 
Cyclin D1, IκB-Kinase, GSK-3β), der Proteinsynthese (TSC2, mTOR, S6K), Glucose-
Metabolismus und der Apoptose (Bad, Bim, MDM2, FoxO1, Caspase-9) beteiligt sind. Als 
Akt-Zielmolekül wurde beispielhaft GSK-3β analysiert. GSK-3β wird durch 
Phosphorylierung von Akt an Serin-9 inhibiert, wodurch unter anderem die Phosphorylierung 
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Abbildung 3.15 Modulation des MAPK- und PI3K/Akt-Signalweges 4 durch Rituximab in B-NHL-
Zelllinien. In den Gesamtzellproteinextrakte der Rituximab-sensitiven B-NHL-Zelllinie SU-DHL4 und Ramos 
sowie der resistenten Jeko-1 und HT wurde mittels Western Blot die Änderung des Phosphorylierungsgrades der 
MAPK ERK1/2, p38 und JNK sowie der Proteinkinasen PDK1, Akt und GSK-3β des PI3K/Akt-Signalweges 
durch Rituximab. Dargestellt ist ein repräsentativer Versuch aus mehreren unabhängigen Experimenten. 
 
 
Die Analyse der Rituximab-induzierten Modulation der intrazellulären Signaltransduktion 
zeigte eine Aktivierung der stressinduzierten, pro-apoptotischen MAPK JNK in den 
Rituximab-sensitiven SU-DHL-4- und Ramos-Zellen. Die Phosphorylierung von p38 durch 
Rituximab wurde in allen untersuchten B-NHL-Zelllinien beobachtet.  
Eine Aktivierung von ERK1/2 durch Rituximab wurde vor allem in der sensitiven B-NHL-
Zelllinie SU-DHL-4 beobachtet. Des Weiteren wurde in den Rituximab-resistenten B-NHL-
Zelllinien Jeko-1 und HT eine konstitutive Aktivierung von Akt anhand der Phosphorylierung 
an Serin-473 beobachtet, die durch Rituximab weiter verstärkt wurde. Die Phosphorylierung 
innerhalb der regulatorischen Domäne von Akt an Threonin-308 wird durch Rituximab in 
allen untersuchten B-NHL-Zelllinien vergleichbar induziert. Die konstitutive Aktivierung von 
3 Ergebnisse 
 74
Akt wurde durch die konstitutive, inhibierende  Phosphorylierung von GSK-3β in den 
resistenten B-NHL-Zellen bestätigt. Wahrscheinlich basiert die konstitutive Aktivierung von 
Akt in diesen Zellen auf einem Verlust des Tumorsuppressors PTEN. Die konstitutive 
Aktivierung von Akt könnte somit ein weiterer Mechanismus, der Resistenz gegenüber 
Rituximab sein.  
 
 
3.1.4 Sensitivierung Rituximab-resistenter B-Zell-Non-Hodgkin-
Lymphom-Zelllinien in vitro 
3.1.4.1 Sensitivierung Rituximab-resistenter B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom-
Zelllinien durch das BH3-Mimetikum ABT-737 
 
Bisher konnte nachgewiesen werden, dass die Rituximab-Resistenz auf den anti-
apoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie und auf einer konstitutiven Aktivierung der 
Proteinkinase Akt beruhen kann. Um dies zu bestätigen, sollten resistente B-NHL-Zellen bei 
einer Inhibition der genannten Resistenzmechanismen gegenüber Rituximab sensitiviert 
werden. 
Zur Inhibition der anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Mcl-1 wurde das BH3-Mimetikum 
ABT-737 (Abbott) verwendet. Die Struktur dieses molekularen Inhibitors basiert auf der 
BH3-Proteindomäne des pro-apoptotischen Proteins Bad, durch das die anti-apoptotischen 
Proteine Bcl-2, Bcl-xL und Bcl-w gebunden und inhibiert werden (Oltersdorf et al., 2005). 
Bisher wurde ABT-737 nur in präklinischen Studien untersucht und gezeigt, dass es in 
Kombination mit anderen Tumortherapeutika gegenüber Apoptoseinduktion sensitivieren 
kann (Konopleva et al., 2006; Kohl et al., 2007). Allerdings wurde auch beobachtet, dass eine 
verstärkte Expression des anti-apoptotischen Proteins Mcl-1 Resistenz gegenüber ABT-737 
vermitteln kann, da nur Bcl-2 und Bcl-xL inhibiert werden (van Delft et al., 2006; Chen et al., 
2007; Deng et al., 2007; Wesarg et al., 2007). 
Die Rituximab-resistenten B-NHL-Zelllinien Jeko-1, HT und Sc-1 wurden für 48 h mit 
Rituximab in Kombination mit ABT-737 behandelt. Titrationsvorversuche für ABT-737 
hatten gezeigt, dass die Zelllinien Jeko-1 und HT gegenüber der Behandlung mit ABT-737 
resistenter als die Zelllinie Sc-1 sind. Diese Zelllinien wurden daher mit 100 nM ABT-737 
behandelt. Die Zelllinie Sc-1 dagegen reagierte sensitiver auf ABT-737 und wurde mit 20 nM 
ABT-737 behandelt. Nach 48 h wurde die Apoptoseinduktion durchflusszytometrisch anhand 
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der Sub-G1-Fraktion bestimmt und die Behandlung von Rituximab alleine mit der 
Kombination mit ABT-737 verglichen (Abb. 3.16). Statistisch wurden diese Unterschiede mit 

























Abbildung 3.16 Sensitivierung der Rituximab-resistenten B-NHL-Zelllinien Jeko-1, HT und Sc-1 
gegenüber Rituximab-induzierter Apoptose mit dem BH3-Mimetikum ABT-737. Die B-NHL-Zelllinien 
wurden 48 h mit quervernetztem Rituximab und ABT-737 alleine sowie mit der Kombination aus Rituximab und 
ABT-737 behandelt. Die Apoptoseinduktion wurde durchflusszytometrisch anhand der Sub-G1-Fraktion 




Die Kombination von Rituximab mit dem BH3-Mimetikum ABT-737 sensitivierte nur die 
Rituximab-resistente B-NHL-Zelllinie Sc-1 gegenüber der Behandlung mit Rituximab (p = 
0,0125). Die beiden anderen Zelllinien Jeko-1 und HT konnten wahrscheinlich aufgrund ihrer 
intrinsischen Resistenz gegenüber ABT-737 nicht gegenüber Rituximab sensitiviert werden. 
Voraussichtlich beruht diese beobachtete ABT-737-Resistenz auf einer verstärkten 





3.1.4.2 Sensitivierung Rituximab-resistenter B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom-




Bei den Rituximab-resistenten B-NHL-Zellen Jeko-1 und HT konnte in vorangegangen 
Analysen nachgewiesen werden, dass sie aufgrund eines PTEN-Verlustes eine konstitutive 
Aktivierung der Proteinkinase Akt aufzeigen. Über den PI3K/Akt-Signalweg ist bekannt, dass 
er bei konstitutiver Aktivierung in B-Zell-Lymphomen Therapieresistenz induzieren kann 
(Rudelius et al., 2006; Uddin et al., 2006; Renne et al., 2007). Allerdings wurde der Einfluss 
der konstitutiven Aktivierung von Akt auf die Resistenz gegenüber Rituximab bislang nicht 
untersucht.  
Um nachzuweisen, dass die Resistenz gegenüber Rituximab auf der konstitutiven Aktivierung 
von Akt beruht, wurden die Rituximab-resistenten B-NHL-Zelllinien Jeko-1, HT und Sc-1 für 
48 h mit Rituximab in Kombination mit dem PI3K-Inhibitor LY294002 (10 µM) behandelt. 
Die Apoptoseinduktion wurde durchflusszytometrisch bestimmt (Abb. 3.17A). Des Weiteren 
wurden Proteinextrakte 1 h nach Behandlung mit LY294002 gewonnen, um den 
Mechanismus der Sensitivierung anhand des PI3K/Akt-Signalweges und der Bcl-2-






















Abbildung 3.17 Sensitivierung der resistenten B-NHL-Zelllinien gegenüber Rituximab durch Inhibition 
des konstitutiv aktiven PI3K/Akt-Signalweges. (A) Die B-NHL-Zellen wurden 48 h mit quervernetztem 
Rituximab, dem PI3K-Inhibitor LY294002 (10 µM) und der Kombination aus Rituximab mit LY294002 
behandelt. Die Apoptose wurde durchflusszytometrisch anhand der Sub-G1-Fraktion bestimmt (n = 3). (B) 
Western Blot-Analyse von Proteinextrakten der Rituximab-resistenten B-NHL-Zelllinien Jeko-1, HT und Sc-1 
nach 1 h Behandlung mit LY294002. 
 
  A B 
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Durch den PI3K-Inhibitor LY294002 konnten die resistenten B-NHL-Zelllinien Jeko-1 (p = 
0,0001) und HT (p = 0,0421) gegenüber der Therapie mit Rituximab in vitro sensitiviert 
werden. Die Western Blot-Auswertung bestätigte den Einfluss des PI3K-Inhibitors auf die 
Aktivität der Proteinkinase Akt und dessen Zielmolekül GSK-3β sowie auf die Expression des 
anti-apoptotischen Proteins Mcl-1. Damit konnte gezeigt werden, dass durch Inhibition der 
PI3K die konstitutive Aktivierung von Akt aufgehoben werden konnte und dadurch das anti-
apoptotische Protein Mcl-1 herunterreguliert wurde. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die 
sensitivierenden Wirkungen von LY294002 auf der Inhibition von Akt und Mcl-1 beruhen.  
 
 
3.2 Charakterisierung der Resistenzfaktoren gegenüber Rituximab 
in vivo 
3.2.1  Etablierung eines humanen B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom-
Xenotransplantationsmodells in NOD/SCID-Mäusen 
 
Die Bedeutung der in vitro identifizierten Resistenzfaktoren gegenüber Rituximab, basierend 
auf einer erhöhten Expression von anti-apoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie und der 
konstitutiven Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges, sollte weiter in vivo untersucht werden. 
Dafür wurde ein humanes B-NHL-Xenotransplantationsmodell in sublethal bestrahlten, 
immuninkompetenten NOD/SCID (non-obese diabetes/severe combined immunodeficiency)-
Mäusen etabliert. Diese Mäuse besitzen keine funktionellen T- und B-Lymphozyten sowie 
reduzierte NK-Zell- und Komplementaktivität. Dadurch war es mit diesem Modell möglich, 
die direkten Wirkungen von Rituximab auf die B-NHL-Zelllinien in vivo zu untersuchen und 
indirekte, immunologische Wirkmechanismen, wie ADCC und CDC, weitgehend 
auszuschließen. 
Den NOD/SCID-Mäusen wurden 107 Rituximab-sensitive Ramos- oder –resistente HT-Zellen 
intravenös appliziert und die Symptome der Lymphomkrankheit analysiert. Mithilfe 
immunhistochemischer und durchflusszytometrischer Analysen wurde die Ansiedlung 
humaner B-NHL-Zellen in verschiedenen Organen der NOD/SCID-Mäuse nachgewiesen. 
Dabei wurde die Änderung der Organmorphologie mittels Hämatoxylin-Eosin-Färbung 
untersucht und die humanen B-NHL mit einem anti-human CD20 Antikörper 
immunhistochemisch markiert. Des Weiteren wurde die proliferative Aktivität der humanen 
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B-NHL in den Mäusen mit dem Mitosemarker Ki67 immunhistochemisch nachgewiesen 








Abbildung 3.18 Immunhistochemische Analyse des Knochenmarks, der Niere und der Lunge von 
NOD/SCID-Mäusen, die mit der humanen B-NHL-Zelllinie Ramos xenotransplantiert wurden.  
Gewebeschnitte von Paraffin-fixierten Organen wurden mit Hämatoxylin-Eosin-Färbung morphologisch auf die 
Infiltration humaner B-NHL-Zellen untersucht. Der spezifische Nachweis der humanen B-NHL erfolgte durch 
immunhistochemische Färbung mit einem anti-human CD20-Antikörper. Die Ki67-Färbung diente als 
Nachweis, dass die infiltrierten humanen B-NHL proliferativ aktiv sind. 
 
 
Die humanen B-NHL-Zellen wurden vor allem in dem Knochenmark, der Niere und der 
Lunge sowie in den Lymphknoten, der Milz, der Leber und der Niere gefunden. Teilweise 
zeigten die Mäuse Lähmungserscheinungen der Hinterbeine aufgrund einer 
Lymphominfiltration in das Rückenmark oder weitere Symptome, wie z.B. starker 









3.2.2  Rituximab-Behandlung der humanen B-Zell-Non-Hodgkin-
Lymphome in NOD/SCID-Mäusen 
 
Das humane B-NHL-Xenotransplantationsmodell wurde weiter zur Untersuchung der 
direkten Rituximab-Wirkung in vivo verwendet. In den bisher verwendeten in vivo-Modellen 
wurden nur die indirekten, immunologischen Wirkungen über NK-Zellen (ADCC) und 
Komplement (CDC) untersucht und die direkten Wirkungen vernachlässigt (Golay et al., 
2006; Cragg und Glennie, 2004; Di Gaetano et al., 2003; Clynes et al., 2000).  
Um die direkten Wirkungen von Rituximab in vivo genauer zu charakterisieren, wurden 107 
Rituximab-sensitive Ramos-Zellen intravenös in die NOD/SCID-Mäuse injiziert und von Tag 
5 bis Tag 10 nach Xenotransplantation täglich und weiter bis zum Versuchsende zweimal 
wöchentlich intraperitoneal mit Rituximab (20 mg / kg) behandelt. Diese Dosis entspricht in 
etwa der Dosis von 375 mg / m², die klinisch bei B-NHL-Patienten verwendeten wird. Die 
Überlebenskurven der unbehandelten Mäuse wurden mit den Rituximab-behandelten Mäusen 
verglichen und mittels Kaplan-Meier-Kurven dargestellt (je 10 Tieren pro Gruppe). Als 
Versuchsendpunkt wurden Symptome von fortgeschrittener  Lymphominfiltration, die 
Hinterbeinlähmung oder der Gewichtsverlust von mehr als 10 % des Körpergewichts 
verwendet. Die unterschiedlichen Kurvenverläufe wurden statistisch mit dem Logrank-Test 



































Abbildung 3.19 Vergleich der Kaplan-Meier-Überlebenskurven der Xenotransplantation von Rituximab-
sensitiven Ramos -Zellen in NOD/SCID-Mäusen mit und ohne Rituximab-Behandlung. 107 Zellen der 
Rituximab-sensitiven B-NHL-Zelllinie Ramos wurden intravenös in NOD/SCID-Mäuse injiziert. Nach 5 Tagen 
wurden die Mäuse mit 20 mg / kg Rituximab intraperitoneal behandelt (n = 10).  
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Nach der Xenotransplantation der Rituximab-sensitiven B-NHL-Zelllinie Ramos zeigten die 
NOD/SCID-Mäuse nach 40 Tagen ersten Symptome einer Lymphominfiltration in 
verschiedene Organe. Nach 80 Tagen waren alle unbehandelten Mäuse verstorben oder 
mussten aufgrund von Symptomen der Lymphominfiltration abgetötet werden (10/10, 100 
%). Die Rituximab-Behandlung verlängerte das Gesamtüberleben der NOD/SCID-Mäuse 
signifikant (p = 0,0009) und es starb nur 10 % (1/10) der Mäusen. Dieses Modell zeigt 
erstmalig, dass die direkten Wirkungen von Rituximab auf B-NHL in vivo ausreichen, um die 
Tumorausbreitung zu verhindern. 
Als IgG1-Isotypkontrolle wurden xenotransplantierten NOD/SCID-Mäuse mit dem anti-
EGFR (epidermal growth factor receptor)-Antikörper Cetuximab (20 mg / kg) behandelt. Die 
Cetuximab-Behandlung zeigte jedoch keinen Einfluss auf das Tumorwachstum der humanen 
B-NHL und das Gesamtüberleben der NOD/SCID-Mäuse, was die Spezifität der Rituximab-
Wirkung in vivo bestätigt (Abb. 3.20). 
 
 
































Abbildung 3.20 Behandlung der xenotransplantierten NOD/SCID-Mäuse mit der IgG1-Isotypkontrolle 
Cetuximab. 107 Zellen der B-NHL-Zelllinien Ramos und HT wurden i.v. in NOD/SCID-Mäuse injiziert, mit 20 
mg / kg Cetuximab behandelt und das Gesamtüberleben verglichen (n = 5).  
 
 
Vergleicht man die Kaplan-Meier-Überlebenskurven von den NOD/SCID-Mäusen, die mit 
der humanen Burkitt-Lymphomzelllinie Ramos xenotransplantiert wurden, mit denen von HT 
(DLBCL), konnte beobachtet werden, dass die Ramos-Zellen schneller in den NOD/SCID-
Mäusen anwuchsen und zur Lymphomkrankheit führten. Dagegen war die 
Lymphomausbreitung der B-NHL-Zelllinie HT langsamer. Außerdem konnte bei der 
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Xenotransplantation der HT-Zellen in den NOD/SCID-Mäusen keine Infiltration des 
Rückenmarks und dadurch bedingte neurologische Störungen beobachtet werden. 
 
 
3.2.3  Induktion von Resistenz gegenüber Rituximab durch Bcl-xL in vivo 
 
Das Rituximab-Behandlungsmodell der xenotransplantierten NOD/SCID-Mäuse wurde weiter 
verwendet, um den Einfluss der in vitro identifizierten Resistenzfaktoren in vivo zu 
untersuchen. In vitro konnte gezeigt werden, dass die Expression des anti-apoptotischen 
Proteins Bcl-xL in den sensitiven B-NHL-Zelllinien Resistenz gegenüber Rituximab 
vermittelt. Um diesen Effekt von Bcl-xL auf die direkten Wirkungen von Rituximab in vivo zu 
charakterisieren, wurden 107 Zellen der Bcl-xL-exprimierenden Ramos-Zellen in die 













































Abbildung 3.21 Kaplan-Meier-Überlebenskurven von Bcl-xL-exprimierende Ramos-Zellen 
xenotransplantiert in NOD/SCID-Mäusen mit Rituximab-Therapie. 107 Bcl-xL-exprimierende Ramos-Zellen 
wurden i.v. in NOD/SCID-Mäuse injiziert. Das Gesamtüberleben der mit Rituximab (20 mg / kg)-behandelten 
Mäuse wurde mit den unbehandelten Mäusen verglichen (p = 0,1255) (n = 10). 
 
 
Die Kaplan-Meier-Überlebenskurven der Rituximab-behandelten und unbehandelten 
NOD/SCID-Mäuse, die mit Bcl-xL-exprimierenden Ramos-Zellen xenotransplantiert wurden, 
zeigten eine aggressivere Lymphomausbreitung im Vergleich zu den parentalen Ramos-Zelle 
(Abb. 3.19). Die 50 %ige Überlebensrate der NOD/SCID-Mäuse betrug für die parentalen 
Ramos 45 Tagen und für die Bcl-xL-exprimierenden Ramos nur 28 Tagen (p = 0,0103).  
3 Ergebnisse 
 82
Des Weiteren wurde durch die Expression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-xL in den 
Rituximab-sensitiven Ramos die therapeutische Wirkung von Rituximab in vivo vollständig 
aufgehoben. Die mit Rituximab-behandelten NOD/SCID-Mäuse zeigten eine vergleichbare 
Überlebenskurve wie die unbehandelten Mäuse (p = 0,1255). Mit diesem Modell konnte die 
in vitro identifizierte Resistenz gegenüber Rituximab, basierend auf der Expression des anti-
apoptotischen Proteins Bcl-xL, in vivo bestätigt werden. 
 
 
3.2.4  Sensitivierung Rituximab-resistenter B-Zell-Non-Hodgkin-
Lymphome durch Inhibition der Phosphatidylinositol-3-Kinase in 
vivo 
 
In dem vorangegangenen Versuch konnte gezeigt werden, dass anti-apoptotische Proteine der 
Bcl-2-Familie Resistenz gegenüber der Behandlung mit Rituximab auch in vivo induzieren 
können. Weiter sollte untersucht werden, wie intrinsisch resistente B-NHL gegenüber der 
Rituximab-Therapie in vivo wieder sensitiviert werden können.  
Innerhalb der in vitro-Versuche konnte die konstitutive Aktivierung des PI3K/Akt-Signalwegs 
als eine Ursache der intrinsischen Rituximab-Resistenz identifiziert werden. Mithilfe des 
PI3K-Inhibitors LY294002 konnte die Resistenz gegenüber Rituximab aufgehoben werden 
und die B-NHL-Zellen sensitiviert werden. Das B-NHL-Xenotransplantationsmodell in den 
NOD/SCID-Mäusen wurde verwendet, um diesen Ansatz auch in vivo zu untersuchen. Hierzu 
wurde die Rituximab-resistenten B-NHL-Zelllinie HT in NOD/SCID-Mäuse 
xenotransplantiert und die Mäuse mit einer Kombination aus Rituximab (20 mg / kg) mit 






































Abbildung 3.22 Kaplan-Meier-Überlebenskurven von NOD/SCID-Mäusen xenotransplantiert mit der 
Rituximab-resistenten B-NHL-Zelllinie HT und Behandlung mit der Kombination aus Rituximab mit 
dem PI3K-Inhibitor LY294002. 107 HT-Zellen wurden in NOD/SCID-Mäuse xenotransplantiert. Von Tag 5 
bis 10 wurden die Mäuse täglich und bis zum Versuchsende zweimal wöchentlich mit Rituximab (20 mg / kg), 
LY294002 (20 mg / kg) oder der Kombination aus Rituximab und LY294002 behandelt (n = 8). 
 
 
Die Analyse der Kaplan-Meier-Überlebenskurve für die Rituximab-resistente B-NHL-
Zelllinie HT ergab, dass alle unbehandelten NOD/SCID-Mäuse (7/8, 87,5 %) nach 100 Tagen 
an den Symptomen der fortschreitenden Lymphomausbreitung verstorben waren. Ein 
vergleichbarer Verlauf wurde in der mit Rituximab behandelten Gruppe beobachtet (8/8, 100 
%). Dies bestätigte, dass die in vitro als resistent identifizierte B-NHL-Zelllinie HT auch in 
vivo gegenüber der Behandlung mit Rituximab resistent ist.  
Bei den NOD/SCID-Mäusen, die mit dem PI3K-Inhibitor LY294002 alleine behandelt 
wurden, betrug die mediane Überlebenszeit 110 Tage und nach 135 Tagen waren alle Mäuse 
an der Lymphomerkrankung verstorben (8/8, 100 %). Dieser therapeutische Effekt von 
LY294002 ist wahrscheinlich auf die Inhibition der konstitutiven Aktivierung des PI3K/-Akt-
Signalwegs zurückzuführen. Die Kombination von Rituximab mit LY294002 unterdrückte 
hingegen fast vollständig die Lymphomerkrankung (1/8, 12,5 %) und führte zu einem 
signifikant verbesserten Überleben der NOD/SCID-Mäuse im Vergleich zur Monotherapie 
mit Rituximab (p = 0,0013). 
Diese Versuche bestätigten den in vitro identifizierten Resistenzmechanismus basierend auf 









Zur weiteren Validierung der herausgearbeiteten Resistenzmechanismen gegenüber 
Rituximab wurden korrelierende Untersuchungen an Biopsien von B-NHL-Patienten 
durchgeführt. Der Vergleich der Rituximab-sensitiven mit den –resistenten B-NHL-Zelllinien 
identifizierte die anti-apoptotischen Proteine Bcl-xL und Mcl-1 sowie die konstitutive 
Phosphorylierung von Akt an Serin-473 als mögliche molekulare Ursachen der Rituximab-
Resistenz.  
Ob Bcl-xL, Mcl-1 oder die Proteinkinase Akt auch mit dem Ansprechen von B-NHL-
Patienten auf die Therapie mit Rituximab assoziiert sind, wurde anhand primärer 
Lymphknoten- und Knochenmarkbiopsien von B-NHL-Patienten untersucht. Alle Patienten 
waren mit Chemotherapie in Kombination mit Rituximab behandelt worden. Die 
Proteinexpression von Bcl-2, Bcl-xL und Mcl-1 (Abb. 3.23) sowie von pAkt(Ser473) im 
Vergleich zu Akt (Abb. 3.24) wurde immunhistochemisch untersucht. Dabei wurde das 
Patientenkollektiv nach der Histologie in aggressive und indolente Lymphome unterteilt. 
Diese beiden Gruppen wurden weiter anhand des Therapieansprechens unterteilt, ob eine 
anhaltende Remission oder ein Rückfall nach der Rituximab-haltigen Kombinationstherapie 
vorlag. 
Die Auswertung der immunhistochemischen Daten erfolgte mit dem IHC-Score nach 
Remmele (1987). Für die Darstellung wurde der Box-and-whiskers-Plot verwendet, wodurch 
die Verteilung des ausgewerteten IHC-Scores bezüglich des Median und der Quartile zeigt. 








































































Abbildung 3.23 Immunhistochemische Analyse der Proteinexpression der anti-apoptotischen Proteine 
Bcl-2 und Mcl-1 bei B-NHL-Patienten. Die Patienten mit indolentem oder aggressivem B-NHL wurden mit 
einer Rituximab-haltigen Kombinationstherapie behandelt und befanden sich entweder in anhaltender Remission 
oder rezidivierten nach der Therapie. Die Auswertung und Einteilung der Proteinexpression erfolgte anhand des 
IHC-Scores (nach Remmele, 1987) von 0 (keine Proteinexpression) bis 4 (starke Proteinexpression) verblindet 
durch einen Pathologen (n = 5 – 10). 
 
 
Im Vergleich zu der gleichmäßig hohen Proteinexpression von Bcl-2 in den untersuchten B-
NHL-Patientenproben, wurde eine höhere Expression des anti-apoptotischen Proteins Mcl-1 
in aggressiven B-NHL-Patienten gefunden, die auf die Rituximab-haltige 
Kombinationstherapie nicht angesprochen haben, als in Patienten, die von der Therapie 
anhaltend profitierten (p = 0,08).  
Als weiterer möglicher Rituximab-Resistenzmechanismus wurde die konstitutive Aktivierung 
des PI3K/Akt-Signalweges identifiziert. Deshalb wurde bei dem gleichen Patientenkollektiv 
die Expression von phosphoryliertem, also aktivem Akt (pAkt(Ser473)) sowie als Kontrolle 










































Abbildung 3.24 Auswertung der immunhistochemisch bestimmten Expression von phosphoryliertem Akt 
(pAkt(Ser473)) im Vergleich zu Gesamt-Akt in Biopsien von Patienten mit aggressiven B-NHL. Die 
untersuchten Patienten wurden mit einer Rituximab-Kombinationstherapie behandelt und die Aktivierung der 
Proteinkinase Akt in Patienten, die sich in anhaltender Remission befinden mit Patienten, die nach der Therapie 
rezidivierten, verglichen (n = 8 – 10). 
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Die immunhistochemische Auswertung zeigte einen höheren Phosphorylierungsgrad von Akt, 
also eine stärkere Aktivierung, in Patienten mit einem Rückfall der Lymphomerkrankung 
(Rezidiv) nach der Rituximab-haltigen Therapie (p = 0,176). Als Kontrolle dazu wies die 
Gesamtproteinexpression von Akt keine Unterschiede zwischen den untersuchten 
Patientengruppen auf. 
In den in vitro Versuchen konnte bereits gezeigt werden, dass das anti-apoptotische Protein 
Mcl-1 über den Akt-Signalweg reguliert werden kann. Auch bei der Auswertung der 
Patientenproben konnte eine erhöhte Mcl-1 Proteinexpression sowie eine gesteigerte Aktivität 
von Akt beobachtet werden. Der Vergleich der Expression von beiden möglichen Rituximab-
Resistenzfaktoren in den B-NHL-Patientenproben, zeigte eine Korrelation der 
























Abbildung 3.25 Korrelation der Proteinexpression von Mcl-1 mit dem Phosphorylierungsgrad von Akt in 
Patienten mit aggressivem B-NHL, die nach der Immunochemotherapie mit Rituximab entweder 
rezidivierten oder sich in Remission befanden. 
 
 
Die Analyse der Biopsieproben der B-NHL-Patienten, die innerhalb einer klinischen Studie 
mit einer Rituximab-Kombinationstherapie behandelt wurden, ergab somit, dass Rituximab-
resistente, rezidivierende B-NHL-Patienten eine höhere Expression des anti-apoptotischen 
Proteins Mcl-1 sowie eine stärkere Aktivierung der Proteinkinase Akt aufzeigten. Damit 
konnten die in vitro identifizierten Resistenzfaktoren gegenüber Rituximab in vivo sowie 
anhand von primärem B-NHL-Patientenmaterial bestätigt werden. 
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4  Diskussion 
4.1  Direkte Rituximab-induzierte Wirkmechanismen 
4.1.1  Rituximab-induzierte, intrazelluläre Signaltransduktion   
 
B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome rangieren laut der Krebsstatistik des Robert-Koch-Institutes 
2008 in Deutschland auf Rang acht der Krebsneuerkrankungen. Die Einführung des 
monoklonalen Antikörpers Rituximab hat die Therapieergebnisse bei B-NHL-Patienten 
erheblich verbessert. Allerdings sind vor allem die intrazellulären Wirkmechanismen von 
Rituximab bislang inkomplett verstanden. Es wird angenommen, dass die antitumoralen 
Wirkungen von Rituximab in vivo vor allem durch indirekte, immunologische Mechanismen, 
wie der Aktivierung des Komplementsystems (CDC) und Immuneffektorzellen (ADCC) 
bedingt ist (Cragg und Glennie, 2004; Fischer et al., 2006; Macor et al. 2007). Erste 
Untersuchungen über die direkten Wirkungen von Rituximab zeigten, dass es zur Modulation 
intrazellulärer Signaltransduktionskaskaden kommt und die Sensitivierung der B-NHL-Zellen 
gegenüber Chemotherapie vor allem auf der Inhibition von anti-apoptotischen Proteinen und 
Wachstumsfaktorsignalwegen basiert (Jazirehi et al., 2005; Vega et al., 2006).  
Nur 70 - 80 % der B-NHL-Patienten sprechen auf eine Kombinationstherapie mit Rituximab 
an (Coiffier et al. 2002). Um Mechanismen der Resistenz gegenüber Rituximab aufzuklären 
und hierdurch die Therapie von B-NHL-Patienten zu verbessern, müssen die Rituximab-
induzierten intrazellulären Signalwege vollständig charakterisiert sein.  
Bisher konnte gezeigt werden, dass es nach Bindung von Rituximab an sein Antigen CD20 
zur Translokation von CD20 in cholesterolreiche Membranmikrodomänen (lipid rafts) kommt 
(Bezombes et al., 2004; Cragg et al., 2003). Die intrazelluläre Signaltransduktion nach 
Bindung von Rituximab an CD20 erfolgt über die Src-Tyrosinkinasen Lyn, Syk, Fyn und Lck 
weiter zur Phospholipase-Cγ2 (Deans et al., 1995; Janas et al., 2005; Semac et al., 2003). Das 
durch die Aktivität der PL-Cγ2 entstehende Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) führt zur Öffnung 
von Calciumkanälen im endoplasmatischen Retikulum (Walshe et al., 2008; Unruh et al., 
2005). Durch die Erhöhung der zytoplasmatischen Calciumkonzentration werden SOC (store-
operated cation)-Kanäle, zu denen wahrscheinlich auch CD20 gehört, in der Zellmembran 
geöffnet (Polyak und Deans, 2002; Polyak et al., 2008). Entsprechend der Kolokalisation von 
CD20 mit dem B-Zell-Rezeptor (BCR) auf der Zelloberfläche wurde auch die Induktion der 
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BCR-Signaltransduktion nach Rituximab-Behandlung in vitro beschrieben (Janas et al., 2005; 
Walshe et al., 2008). 
Vor allem durch die Arbeitsgruppe von B. Bonavida (UCLA, USA) konnte in den letzten 
Jahren gezeigt werden, dass die chemosensitivierende Wirkung von Rituximab auf der 
Inhibition von konstitutiv aktiven, intrazellulären Signalwegen, wie beispielsweise der 
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) (Suzuki et al., 2007; Wanner et al., 2006), NF-κB  
(Jazirehi et al., 2005; Vega et al., 2005; Jazirehi et al., 2004a), Raf-1/MEK1/2-ERK1/2 
(Jazirehi et al., 2004b), p38 MAPK (Vega et al., 2004; Vega et al., 2002; Vega et al., 2006) 
und Proteinkinase-Cζ (Leseux et al., 2008) beruhen kann. Allerdings wurden diese 
Experimente nur anhand von B-NHL-Zellkulturen in vitro durchgeführt und weder durch 
Untersuchungen in vivo anhand von Mausmodellen sowie an primärem B-NHL-
Patientenmaterial bestätigt. Ferner beziehen sie sich vor allem auf die Charakterisierung der 
Kombinationstherapie von Rituximab mit verschiedenen Zytostatika. 
Die Änderung der globalen Genexpression nach Bindung von Rituximab wurde mithilfe einer 
genomweiten Expressionsanalyse in den B-NHL-Zelllinien DHL4 (DLBCL) und BJAB 
(Burkitt-Lymphom) von Cittera et al. (2005) analysiert. Dabei konnte die Induktion der G-
Proteine RGS1 und RGS2, der Transkriptionsfaktoren AP-1, JunB und Fos sowie der 
Phosphatase DUSP2 beobachtet werden und bestätigte die Modulation der MAPK-
Signalwege durch Rituximab. Auch eine kürzlich veröffentlichte Proteomanalyse mittels 
Massenspektrometrie, bei der unbehandelte Zellextrakte der B-NHL-Zelllinie SU-DHL-4 mit 
Rituximab-behandelten Zellextrakten verglichen wurden, bestätigte, dass Rituximab 
intrazellulär Proteine reguliert, die an Signalwegen der Apoptose, Zellzyklus und dem 
MAPK- sowie NF-κB-Signalweg beteiligt sind (Everton et al., 2008).  
Um die intrazelluläre Signaltransduktion nach Rituximab-Behandlung in den verwendeten B-
NHL-Zelllinien SU-DHL-4, Ramos, Jeko-1 und HT zu charakterisieren und mit der 
vorhandenen Literatur zu vergleichen, wurde in der vorliegenden Arbeit die Aktivierung der 
MAPK ERK1/2, p38 und JNK sowie des PI3K/Akt-Signalweges durch Rituximab untersucht. 
Es zeigte sich, dass die Behandlung mit Rituximab in vitro eine Aktivierung der MAPK-
Signalwege ERK1/2, p38 und JNK induziert (Abb. 3.15). Dies bestätigt die Arbeiten von 
Pedersen et al. (2002), der anhand primärer B-CLL-Patientenproben die Aktivierung der 
MAPK ERK1/2, p38 und JNK durch Rituximab nachweisen konnten. Die Ergebnisse der 
Arbeitsgruppe von B. Bonavida, dass Rituximab die konstitutive Aktivierung des MAPK-, 
PI3K/Akt- und NF-κB-Signalweges in den B-NHL-Zelllinien Raji, 2F7, Ramos und Daudi 
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inhibiert, konnten dagegen nicht bestätigt werden (Jazirehi et al., 2004b; Jazirehi et al., 2005; 
Suzuki et al., 2007; Vega et al., 2004).  
Bei der Analyse des PI3K/Akt-Signalweges wurde die Aktivierung von Akt durch Rituximab 
anhand der Phosphorylierung an Threonin-308 und Serin-473 nachgewiesen. Nach der 
Aktivierung der Lipidkinase PI3K kommt es zur Bildung von Phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphat (PIP3) und zur Aktivierung der Proteinkinase PDK1 (phosphoinositide-dependent 
kinase 1) und Akt. Für eine vollständige Aktivierung von Akt muss Ser473, lokalisiert in der 
hydrophoben Domäne, und Thr308, lokalisiert im katalytischen Zentrum, phosphoryliert 
vorliegen (James et al., 1996; Andjelkovic et al., 1999; Brodbeck et al., 1999; Alessi et al., 
1996). Ferner wird Akt durch die Proteinphosphatase PP2A und PHLPP (PH domain leucin-
rich repeat phosphatase) wieder inaktiviert (Andrabi et al., 2007;  Gao et al., 2005; Haystead 
et al., 1989). 
Die Behandlung mit Rituximab führte in allen von uns untersuchten B-NHL-Zellen zur 
aktivierenden Phosphorylierung an Thr308 durch PDK1. Das bedeutet, dass Rituximab die 
PI3K aktiviert und PIP3 katalysiert wird. Akt bindet mit seiner PH (pleckstrin homology)-
Domäne das PIP3 an der Zellmembran und wird dadurch in räumliche Nähe zu der 
Proteinkinase PDK1 gebracht phosphoryliert (Alessi et al., 1997; Walker et al., 1998; 
Stephens et al., 1998; Le Good et al., 1998). Rituximab modulierte jedoch nicht die Aktivität 
der PDK1 in den B-NHL-Zelllinien. Allerdings muss PDK1 nicht in der aktiven Form 
vorliegen, um Akt zu phosphorylieren (Andjelkovic et al., 1999; Anderson et al., 1998; Sato 
et al., 2000).  
Die Lipidphosphatase PTEN antagonisiert diesen Prozess durch die Katalyse von PIP3 zu 
PIP2. Mutationen oder der vollständige Verlust von PTEN wurden in verschiedenen 
Tumorarten, auch in B-NHL, beschrieben und führen zur konstitutiven Aktivierung des 
Proliferationssignals durch Akt (Trotman et al., 2006; Li et al., 1997; Steck et al., 1997; Lenz 
et al., 2008; Sakai et al., 1998; Cully et al., 2006). In den beiden B-NHL-Zelllinien Jeko-1 und 
HT wurde ein Verlust des Tumorsuppressors PTEN gefunden (Abb. 3.17B). In diesen Zellen 
kann PIP3 nicht abgebaut werden und Akt ist somit konstitutiv aktiv.  
Allerdings erfordert die vollständige Aktivierung von Akt auch die Phosphorylierung an 
Ser473 durch den mTOR/Rictor-Komplex (mTORC2) (Sarbassov et al., 2005; Ikenoue et al., 
2008; Guertin et al., 2006; Shiota et al., 2006; Yang et al., 2006). Wie die Aktivität von 
mTORC2 reguliert wird, ist bisher unbekannt, aber es wird ein PI3K-anhängiger Signalweg 
diskutiert (Ikenoue et al., 2008).  
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In den hier untersuchten B-NHL-Zelllinien SU-DHL-4 und Ramos führte die Bindung von  
Rituximab nicht zur Phosphorylierung von Akt an Ser473. In diesen Zellen scheint somit das 
proliferationsaktivierende und anti-apoptotische Signal von Akt blockiert zu sein. Rituximab 
kann in diesen B-NHL-Zellen Apoptose induzieren und das Zellwachstum inhibieren. 
Dagegen ist Akt in den B-NHL-Zelllinien Jeko-1 und HT an Ser473 konstitutiv 
phosphoryliert. Diese aktivierende Phosphorylierung wird durch die Behandlung mit 
Rituximab teilweise sogar noch verstärkt. Das zeigt, dass in diesen Rituximab-resistenten B-
NHL das Apoptose-induzierende Signal von Rituximab blockiert ist (Abb. 3.15).  
Zur Bestätigung konnte die Aktivität von Akt anhand der Phosphorylierung des Zielmoleküls 
GSK3β (glycogen synthase kinase 3β) nachgewiesen werden. In den B-NHL-Zelllinien SU-
DHL-4 und Ramos ist GSK3β entweder nicht phosphoryliert oder die Phosphorylierung 
wurde durch Rituximab gehemmt. Dagegen wird die Phosphorylierung von GSK3β in den 
Zelllinien Jeko-1 und HT durch Rituximab nicht beeinflusst (Abb. 3.15). Dies weist darauf 
hin, dass die Proteinkinase Akt in diesen B-NHL-Zellen konstitutiv aktiv ist und nicht durch 
Rituximab moduliert wird. Die Proteinkinase GSK3β phosphoryliert das anti-apoptotische 
Protein Mcl-1, welches nach Phosphorylierung proteasomal degradiert wird (Maurer et al., 
2006). Ist Akt konstitutiv aktiv, wird GSK3β phosphoryliert und damit inhibiert. Was zu einer 
längeren Halbwertszeit des anti-apoptotischen Proteins Mcl-1 führt und eine 
Apoptoseresistenz nach sich ziehen kann.  
Damit konnte gezeigt werden, dass Rituximab den PI3K/Akt-Signalweg moduliert. Da bei 
einem Teil der untersuchten B-NHL-Zelllinien aufgrund eines PTEN-Verlustes Akt 
konstitutiv aktiv ist, ist in diesen B-NHL-Zellen die Rituximab-induzierte Apoptose 
aufgehoben. Diese Ergebnisse widersprechen den Arbeiten von Suzuki et al. (2007), die 
anhand von Rituximab-resistenten Klonen der B-NHL-Zelllinien Ramos und Daudi zeigen 
konnten, dass Rituximab die konstitutive Aktivierung von Akt in diesen Zellen in vitro 
inhibierte. Allerdings wurden B-NHL-Zellklone mit sekundärer Rituximab-Resistenz 
verwendet, die durch Kultivierung mit suboptimalen Rituximab-Konzentrationen in vitro 
gewonnen wurde. 
Bei der Behandlung der B-NHL-Zellen mit Rituximab in vitro konnte ferner eine direkte 
Modulation der Stresskinasen p38 und JNK beobachtet werden (Abb. 3.15). Diese beiden 
MAPK regulieren unter anderem die Transkriptionsfaktoren AP-1 (Jun, Fos), ETS 
(erythroblast transformation specific) und NFAT (nuclear factor of activated T-cells), 
wodurch eine pro-apoptotische Stressantwort in der Zelle ausgelöst wird (Xia et al., 1995; 
Ichijo et al., 1997). Außerdem wirken beide Proteinkinasen direkt auf pro- und anti-
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apoptotische Proteine der Bcl-2-Familie. Beispielsweise kann JNK direkt Bax aktivieren oder 
ERK1/2 durch Phosphorylierung von Mcl-1 die Degradation dieses anti-apoptotischen 
Proteins einleiten (Tournier et al., 2000; Townsend et al., 1998).  
Auf welche Weise die Rituximab-induzierte, intrazelluläre Signaltransduktion die intrinsische 
Apoptose beeinflusst, ist bisher unbekannt. Aber die zentralen Signaltransduktionswege der 
MAPK p38, JNK und ERK1/2 sowie der PI3K können regulatorisch auf die Apoptose wirken 
(Brunet et al., 1999; Cardone et al., 1998; delPeso et al., 1997; Datta et al., 1997; Dijkers et 
al., 2002; Maurer et al., 2006).  
 
 
4.1.2 Rituximab-induzierte Apoptose 
 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass der MAPK- und PI3K-Signalweg durch Rituximab 
beeinflusst wird, wurde die Rituximab-induzierte Apoptose in B-NHL-Zelllinien in vitro 
weiter charakterisiert. Die bisher veröffentlichten Daten zur Rituximab-induzierten Apoptose 
sind sehr kontrovers und beschreiben diese entweder als Caspasen-abhängig (Unruh et al., 
2005; Byrd et al., 2002; Chow et al., 2002) oder Caspasen-unabhängig (van der Kolk et al., 
2002; Daniels et al., 2008; Turzanski et al., 2008; Stanglmaier et al., 2004; Chan et al., 2003; 
Stel et al., 2007).  
In der vorliegenden Arbeit wurde die Sensitivität verschiedener B-NHL-Zelllinien gegenüber 
Rituximab-induzierter Apoptose in vitro bestimmt. Die verwendeten B-NHL-Zelllinien 
repräsentierten verschiedene histologische B-NHL-Subtypen, wie das diffus großzellige 
Lymphom, das Mantelzelllymphom, das Burkitt-Lymphom, das follikuläre Lymphom oder 
die B-Zell-chronisch-lymphatische Leukämie. Behandelt wurden die B-NHL-Zelllinien in 
vitro mit monomerem und quervernetztem Rituximab. Die Quervernetzung von Rituximab 
erfolgte mit einem sekundären, anti-human Fc-Immunglobulin F(ab’)2-Fragment. Dies 
spiegelt die in vivo vorkommende Quervernetzung durch Fc-Rezeptoren auf der 
Zelloberfläche von Immuneffektorzellen wider und konnte die direkte Apoptoseinduktion 
verstärken.  
Bei der weiteren Charakterisierung des Rituximab-induzierten Apoptosesignalwegs in den B-
NHL-Zelllinien SU-DHL-4, Ramos und WSU-NHL konnte nachgewiesen werden, dass es 
durch Rituximab zur Depolarisierung des mitochondrialen Transmembranpotentials, zum 
Ausstrom von Cytochrom c aus dem mitochondrialen Membranzwischenraum in das 
Zytoplasma und zur Aktivierung von Caspasen kommt (Abb. 3.6., 3.8, 3.10). Die vollständige 
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Inhibition der Rituximab-induzierten Apoptose durch den Caspaseninhibitor zVADfmk 
bestätigte in dem verwendeten Modell, dass der Rituximab-induzierte Zelltod Caspasen-
abhängig ist (Abb. 3.7A) und widerspricht damit Arbeiten über Rituximab-induzierten, 
Caspasen-unabhängigen Zelltod (Daniels et al., 2008; Stanglmaier et al., 2004; Turzanski et 
al., 2008). 
Der extrinsischen Apoptosesignalwegs wird in dem verwendeten Modell durch Rituximab 
nicht induziert. Dies konnte mittels Expression einer dominant-negativen Mutante von FADD 
(DN-FADD, Fas-associated protein with death domain), welche die Ausbildung des 
essentiellen DISC (death-inducing signaling complex) verhindert, in den B-NHL-Zellen 
nachgewiesen werden. Nach Behandlung der DN-FADD-exprimierenden B-NHL-Zellen mit 
Rituximab war die Apoptoserate vergleichbar zur Kontrolle (Abb. 3.14A). Dies widerspricht 
den Arbeiten von Stel et al. (2007), dass die Bindung von Rituximab an CD20 zur 
Clusterbildung des Todesrezeptors Fas (CD95, DR2), zur Rekrutierung von FADD, zur 
DISC-Bildung und zur Aktivierung von Caspase-8 führt. Diese beiden kontroversen 
Ergebnisse über die Induktion von extrinsischer Apoptose durch Rituximab beruhen 
wahrscheinlich darauf, dass der extrinsische Apoptosesignalweg entweder auf Ebene von 
FADD oder der Caspase-8 inhibiert wurde und verschiedene B-NHL in vitro Modelle 
verwendet wurden. 
In den untersuchten B-NHL-Zellen induziert Rituximab Apoptose über den intrinsischen 
Signalweg, der zur Depolarisierung der äußeren mitochondrialen Membran, zur 
Apoptosombildung und zur Caspasenaktivierung führt. Die Regulation der „mitochondrialen“ 
Apoptose erfolgt durch die pro- und anti-apoptotischen Proteine der Bcl-2-Familie. Dabei 
werden die pro-apoptotischen BH3-only Proteine der Bcl-2-Familie spezifische durch extra- 
oder intrazelluläre Signale induziert. Beispiele hierfür sind die Aktivierung von Bim über den  
B- und T-Zell-Rezeptorsignalweg, von Puma und Noxa durch das Tumorsuppressorprotein 
p53 oder die Spaltung von Bid in tBid (truncated Bid) durch die Caspase-8 (Bouillet et al., 
1999; Chipuk et al., 2004; Strasser et al., 2000). Verschiedene Theorien erklären den 
molekularen Mechanismus, wie pro- und anti-apoptotischen Proteine der Bcl-2-Familie 
mithilfe ihrer BH3-Domänen miteinander interagieren und sich dadurch inhibieren oder 
aktivieren (Chen et al., 2005; Kuwana et al., 2005; Certo et al., 2006). Des Weiteren wird die 
Regulation der BH1-2-3-Proteine Bak und Bax sowie die Porenbildung in der 
Mitochondrienmembran durch Homo- und Heterodimerisierung diskutiert  (Spierings et al., 
2005; Green und Reed, 1998; Chipuk et al., 2004). Eine weitgehend akzeptierte Theorie 
beschreibt die direkte Aktivierung von Bak und Bax durch die BH3-only Proteine Bim und 
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tBid (Aktivatoren) sowie deren indirekte Aktivierung über die Inhibition der anti-
apoptotischen Proteine Bcl-2, Bcl-xL und Mcl-1 durch Bik und Bad (Sensitivierer) (Martinou 
und Green, 2001; Kim et al., 2006; Li und Yuan, 1998; Certo et al., 2006). Bisher ist 
unbekannt, ob Rituximab die Bcl-2-Proteinfamilie reguliert und wie die intrinsische Apoptose 
induziert wird. 
Vor diesem Hintergrund wurde der Einfluss von Rituximab auf die Regulation der Bcl-2-
Familie auf mRNA- und Proteinebene untersucht. Diese Analysen zeigten, dass die pro-
apoptotischen BH3-only Proteine Bik, Bim, Bad und Bid transkriptionell und translational 
durch Rituximab induziert wurden, während das anti-apoptotische Protein Mcl-1 durch die 
Behandlung herunterreguliert wurde (Abb. 3.12, 3.13). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, 
dass Rituximab die Bcl-2-Proteinfamilie beeinflusst und wahrscheinlich darüber Apoptose 
induziert.  
Die zentrale Rolle der Bcl-2-Proteinfamilie für die Sensitivität von B-NHL gegenüber 
Rituximab wurde durch die Expression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-xL in den B-NHL-
Zelllinien SU-DHL-4, Ramos und WSU-NHL in vitro und in vivo bestätigt. Dabei konnte 
gezeigt werden, dass Bcl-xL die Induktion von Apoptose durch Rituximab vollständig 
inhibiert (Abb. 3.14B). Zusammenfassend zeigt diese Charakterisierung der Rituximab-
induzierten Apoptose somit, dass Rituximab durch die Modulation der Bcl-2-Proteinfamilie 
den intrinsischen Signalweg der Caspasenaktivierung induziert. 
  
 
4.2 Molekulare Resistenzmechanismen gegenüber Rituximab  
4.2.1 Resistenzmechanismen gegenüber Rituximab-induzierter Apoptose 
 
Tumorzellintrinsische Resistenzmechanismen gegenüber verschiedenen Tumortherapeutika 
basieren größtenteils auf einer verstärkten Expression von anti-apoptotischen Proteinen oder 
der konstitutiven Aktivierung von Proliferationssignalwegen (Igney und Krammer, 2002; 
Bader et al., 2005). Außerdem spielen bei der zielgerichteten Tumortherapie mit spezifischen 
Proteinkinase-Inhibitoren oder therapeutischen Antikörpern die Expression und Erkennung 
des Zielmoleküls eine wichtige Rolle. Beides kann durch molekulare, tumorzellintrinsische 
Mechanismen beeinflusst und verändert werden, wodurch es zu Resistenzen gegenüber den 
zielgerichteten Tumortherapien kommen kann (Imai und Takaoka, 2006). 
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Bei den Untersuchungen zur direkten Induktion von Apoptose durch Rituximab in den B-
NHL-Zelllinien wurde beobachtet, dass 54 % (7/13) der untersuchten Zelllinien eine primäre, 
intrinsische Resistenz gegenüber Rituximab aufweisen (Abb. 3.2). Diese Resistenz bestand 
auch gegenüber den indirekten, immunologischen Effekten, der ADCC und CDC (Abb. 3.3). 
Allerdings korreliert sie nicht mit der CD20-Expression auf der Zelloberfläche der B-NHL 
(Abb. 3.4). Das bedeutet, dass diese Resistenz gegenüber Rituximab wahrscheinlich auf 
molekularen, intrazellulären Mechanismen basiert.  
Dieser Theorie widersprechen die Beobachtungen von Winiarska et al. (2008), die 
nachweisen konnten, dass Statine, Inhibitoren der Cholesterolsynthese in der Zellmembran, 
die Konformation von CD20 ändern können und dadurch die Bindung von Rituximab an 
CD20 und die Induktion von CDC und ADCC verhindert wurde. Ähnliche Arbeiten zeigten 
eine Korrelation der Expression des lipid raft-assoziierten Gangliosids GM1 mit der 
Rituximab-Sensitivität (zum Büschenfelde et al., 2008). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, 
dass die Sensitivität gegenüber Rituximab auch auf der Translokation von CD20 in die 
Membranmikrodomänen korrelieren kann.  
Weitere Arbeiten zeigen eine Korrelation der CD20-Expression mit der Sensitivität gegenüber 
Rituximab. Mankai et al. (2008) erklären damit die geringere therapeutische Effektivität von 
Rituximab in B-CLL-Patienten und konnten nachweisen, dass der Transkriptionsfaktor PU.1 
(purine-rich box-1) die Expression von CD20 reguliert. In den untersuchten B-CLL-
Patientenproben waren das PU.1-Gen hypermethyliert und dadurch die Genexpression 
reduziert.  
In den untersuchten B-NHL-Zelllinien korrelierte die Rituximab-Sensitivität in vitro jedoch 
nicht mit der CD20-Oberflächenexpression (Abb. 3.4). Dagegen konnte nachgewiesen 
werden, dass die Sensitivität gegenüber Rituximab mit der Sensitivität gegenüber dem Pan-
Kinaseinhibitor Staurosporin korreliert, von dem bekannt ist, dass er Apoptose über den 
intrinsischen Signalweg induziert (Abb. 3.5). Dies wies darauf hin, dass die Rituximab-
resistenten B-NHL-Zelllinien eventuell eine intrinsische Apoptoseresistenz aufweisen. Die 
Analyse des intrinsischen Apoptosesignalwegs in den Rituximab-sensitiven B-NHL-Zellen 
SU-DHL-4, Ramos und WSU-NHL sowie den Rituximab-resistenten B-NHL Jeko-1, HT und 
Sc-1 zeigte, dass in den resistenten B-NHL-Zellen durch Rituximab keine Caspasen aktiviert 
wurden (Abb. 3.6). Des Weiteren konnte keine Cytochrom c-Freisetzung aus den 
Mitochondrien in das Zytoplasma und keine Depolarisierung des mitochondrialen 
Transmembranpotentials beobachtet werden (Abb. 3.8, 3.10).  
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Die durchgeführten Analysen zur Rituximab-induzierten Apoptose weisen somit auf eine 
Regulation der Bcl-2-Proteinfamilie durch Rituximab hin, da diese Proteinfamilie die 
Integrität der Mitochondrienmembran während der Apoptose kontrolliert. Der Vergleich der 
Proteinexpression pro- und anti-apoptotischer Proteine der Bcl-2-Familie in Rituximab-
sensitiven und resistenten B-NHL-Zellen zeigte eine konstitutiv erhöhte Expression von anti-
apoptotischem Mcl-1, Bcl-xL und Bfl-1 in den resistenten sowie von pro-apoptotischem Bik, 
Bid und Bim in den sensitiven B-NHL-Zelllinien (Abb. 3.11). Diese Beobachtungen 
korrelieren mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, bei den die anti-apoptotischen Proteine 
Mcl-1 oder Bfl-1 Resistenz gegenüber Rituximab vermitteln (Brien et al., 2007; Hussain et 
al., 2007).  
Die entscheidende Rolle der Bcl-2-Proteinfamilie bei der Rituximab-induzierten Apoptose 
und der Resistenzentstehung konnte durch Untersuchungen zur Kombination von Rituximab 
mit dem BH3-Mimetikum ABT-737 weiter untermauert werden. Dabei konnten Rituximab-
resistente B-NHL-Zellen gegenüber Rituximab-induzierter Apoptose in vitro sensitiviert 
werden (Abb. 3.16). Die sensitivierende Wirkung von ABT-737 beruht auf der Inhibition der 
anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-xL (Oltersdorf et al., 2005; Konopleva et al., 2006; 
van Delft et al., 2006). 
 
Die indirekten, immunologischen Wirkmechanismen ADCC und CDC wurden bisher immer 
als die entscheidenden antitumoralen Mechanismen von Rituximab in vivo angenommen. 
Anhand eines humanen B-NHL-Xenotransplantationsmodells in immuninkompetenten 
NOD/SCID-Mäusen konnte erstmalig gezeigt werden, dass die direkten Wirkungen von 
Rituximab auf die B-NHL-Zellen auch in vivo relevant sind. Bei der Xenotransplantation der 
Rituximab-sensitiven B-NHL-Zelllinie Ramos zeigten alle Mäuse innerhalb von 80 Tagen 
Symptome einer fortschreitenden B-NHL-Ausbreitung. Durch die Behandlung mit Rituximab 
überlebten hingegen 90 % (9/10) der Mäuse die B-NHL-Xenotransplantation (Abb. 3.19). 
Dieser therapeutische Effekt von Rituximab in dem verwendeten in vivo-Modell basierte 
ausschließlich auf direkten antitumoralen Wirkungen von Rituximab und war ausreichend, um 
die Tumorausbreitung zu verhindern. Die indirekten Wirkmechanismen  ADCC und CDC 
konnten aufgrund der Immuninkompetenz der NOD/SCID-Mäuse sowie deren 
Vorbehandlung ausgeschlossen werden. 
Auch in diesem in vivo Modell hebt die Expression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-xL die 
therapeutische Wirkung von Rituximab auf (Abb. 3.21). Die Rolle der anti-apoptischen 
Proteine der Bcl-2-Familie wurde weiterhin anhand von B-NHL-Patientenproben, die mit 
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Rituximab behandelt wurden, bestätigt. Es zeigte sich, dass anti-apoptotisches Bcl-xL und 
Mcl-1 in rezidivierenden Patienten, die nicht auf die Rituximab Therapie ansprachen, höher 
exprimiert waren, als in Patienten mit einer anhaltenden Remission, die nach der Rituximab-
haltigen Therapie rezidivfrei blieben (Abb. 3.23).  
 
 
4.2.2 Resistenzmechanismen gegenüber Rituximab-induzierter 
intrazellulärer Signaltransduktion 
  
Bei der Analyse der Rituximab-induzierten Modulation der intrazellulären Signalwege von 
den MAPK p38, JNK und ERK1/2 sowie von PI3K/Akt konnte gezeigt werden, dass 
Rituximab die Aktivität dieser Signalwege beeinflusst. Des Weiteren zeigte der Vergleich der 
Rituximab-sensitiven B-NHL-Zelllinien SU-DHL-4 und Ramos und Rituximab-resistenten 
Jeko-1 und HT, dass nur in den Rituximab-sensitiven B-NHL-Zellen die Stresskinase JNK 
durch Rituximab aktiviert wurde. Die resistenten B-NHL wiesen dagegen eine konstitutive 
Aktivierung der Proteinkinase Akt auf, die als eine Ursache der bestehenden intrinsischen 
Resistenz gegenüber Rituximab identifiziert wurde (Abb. 3.15).  
Die Xenotransplantation der Rituximab-resistenten B-NHL-Zelllinie HT in 
immuninkompetente NOD/SCID-Mäuse bestätigte deren konstitutive Rituximab-Resistenz 
auch in vivo. Rituximab zeigte keinen therapeutischen Effekt bei der Behandlung von 
NOD/SCID-Mäusen, die mit HT xenotransplantiert wurden. Durch die Kombination von 
Rituximab mit dem PI3K-Inhibitor LY294002 konnten die resistente B-NHL-Zelllinie HT in 
vitro und  in vivo gegenüber Rituximab sensitiviert werden. Die B-NHL-Ausbreitung in den 
Mäusen konnte mit dieser Kombinationstherapie fast vollständig verhindert werden (12,5 %, 
1/8) (Abb. 3.22).  
Damit konnte in vivo bestätigt werden, dass eine konstitutive Aktivierung des PI3K/Akt-
Signalweges Resistenz gegenüber Rituximab in vitro und  in vivo induziert. Die Auswertung 
der primären Proben von B-NHL-Patienten, die mit Rituximab behandelt worden waren, 
zeigte außerdem eine stärkere Aktivierung von Akt in den rezidivierenden Patienten im 
Vergleich zu den Patienten in anhaltender Remission (Abb. 3.24). Diese erhöhte Aktivierung 
von Akt korrelierte mit der höheren Expression von anti-apoptotischem Mcl-1 und deutet auf 
eine Verbindung der beiden identifizierten, zentralen Resistenzmechanismen gegenüber 
Rituximab hin (Abb. 3.25). 
4 Diskussion 
 97
4.2.3 Vergleich mit bestehenden Theorien zur Rituximab-Resistenz 
 
Die Ergebnisse der vorgelegten Arbeit zeigen, dass die Resistenz gegenüber Rituximab-
induzierter Apoptose auf den anti-apoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie sowie auf dem 
konstitutiv aktiven PI3K/Akt-Signalweg beruhen kann. In den untersuchten Rituximab-
sensitiven B-NHL-Zelllinien wurde Apoptose vermutlich über die Induktion der pro-
apoptotischen BH3-only Proteine Bik, Bid und Bim sowie über die Aktivierung der 
Stresskinase JNK induziert (Abb. 4.1A). Dagegen wurde in den resistenten B-NHL-Zellen die 
Rituximab-induzierte Apoptose durch die anti-apoptotischen Proteine Bcl-xL und Mcl-1 sowie 





















Abbildung 4.1 Vergleich der Rituximab-induzierten Apoptose in den sensitiven (A) und resistenten (B) B-
NHL-Zelllinien. (A) Rituximab induziert den intrinsischen, mitochondrialen Apoptosesignalweg über die 
Induktion der pro-apoptotischen BH3-only Proteine Bid, Bik und Bim sowie über die Aktivierung des JNK-
Signalweges. (B) In den Rituximab-resistenten B-NHL wird die Apoptoseinduktion durch die anti-apoptotischen 
Proteine Bcl-xL und Mcl-1 sowie über die konstitutive Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges inhibiert. 
 
 
Bestehende Hypothesen zu den molekularen Ursachen einer Rituximab-Resistenz beschreiben 
entweder die verminderte CD20-Expression, CD20-Konformation oder CD20-Translokation 
in die Membranmikrodomänen ‚lipid rafts’. Weitere Theorien beschäftigen sich vor allem mit 
sekundären Resistenzen gegenüber Rituximab nach vorangegangener Rituximab-Therapie 
(Bannerji et al., 2003; Czuczman et al., 2008; Jazirehi et al., 2007; Mankai et al., 2008; Müller 
et al., 2008; zum Büschenfelde et al., 2008; Winiarska et al., 2008). Das innerhalb der 
vorgelegten Arbeit entstandene Modell der Rituximab-Resistenz beschreibt erstmalig die 
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primäre, zellintrinsische Resistenz von B-NHL gegenüber Rituximab basierend auf anti-
apoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie und dem PI3K/Akt-Signalwegs.  
Zwei weitere Theorien der Arbeitsgruppen von B. Bonavida (UCLA, USA) und von M.S. 
Czuczman (Roswell Park Cancer Institute, New York, USA) beschäftigen sich ausschließlich 
mit der sekundären, zellintrinsischen Resistenz gegenüber Rituximab mithilfe von in vitro-
Modellen. Dabei erzeugte die Arbeitsgruppe von B. Bonavida artifiziell Rituximab-resistente 
B-NHL-Subklone aus den sensitiven B-NHL-Zelllinien Daudi und Ramos durch 
Langzeitkultivierung mit suboptimalen Rituximab-Konzentrationen. Die Analyse dieser 
Rituximab-resistenten Klone zeigte, dass sie gegenüber direkter Rituximab-induzierter 
Apoptose sowie gegenüber CDC, ADCC und Zytostatika resistent waren. Das zeigte das 
Vorkommen einer Kreuzresistenz gegenüber direkten und indirekten Wirkmechanismen von 
Rituximab sowie gegenüber Chemotherapie. Diese Resistenz basierte auf einer konstitutiven 
Aktivierung der NF-κB-, PI3K- und ERK1/2-Signalwege, wodurch die anti-apoptotischen 
Proteine Bcl-2, Bcl-xL und Mcl-1 induziert wurden. Bestätigt wurden diese Ergebnisse 
dadurch, dass die resistenten Klone durch Inhibition der konstitutiv aktiven, intrazellulären 
Signalwege mithilfe des NF-κB-Inhibitors DHMEQ (Dehydroxymethylepoxyquinomicin), 
des Proteaseom-Inhibitors Bortezomib oder des MEK1/2-Inhibitors PD98059 gegenüber 
Rituximab sensitiviert werden konnten. Außerdem konnten diese resistenten B-NHL-Klone 
nicht mehr durch Rituximab gegenüber Chemotherapeutika sensitiviert werden (Bonavida, 
2007; Jazirehi et al., 2007; Suzuki et al., 2007).  
Die Arbeitsgruppe von M.S. Czuczman identifizierte in Rituximab-resistenten Klonen der B-
NHL-Zelllinien Raji, RL und SUDHL-4 eine geringere CD20 Gen- und Proteinexpression. 
Dabei wurde eine veränderte CD20-Proteinstruktur, eine Umordnung der 
Membranmikrodomänen (LRD, lipid raft domain), eine geringere Calcium-Mobilisierung und 
eine reduzierte Expression der pro-apoptotischen Proteine Bak und Bax beobachtet. Auch bei 
diesen Rituximab-resistenten Klonen konnte durch Proteasominibition die Rituximab-
Resistenz zum Teil wieder aufhoben werden (Czuczman et al., 2008; Olejniczak et al., 2008). 
Diese Arbeiten bestätigen den Einfluss der Bcl-2-Proteinfamilie sowie der MAPK- und PI3K-
Signalwege bei der Entstehung von Resistenzen gegenüber Rituximab in vitro.  
Des Weiteren zeigen diese Ergebnisse, dass primäre und sekundäre Resistenzen gegenüber 
Rituximab auf vergleichbaren molekularen Mechanismen beruhen. Allerdings müssen zu 
einem vollständigen Verständnis dieser Mechanismen die intrazellulären Signalwege von 






Mit dieser Arbeit über die direkten, intrazellulären Wirkmechanismen von Rituximab sowie 
der konstitutiven Resistenz gegenüber Rituximab in B-NHL wurden die anti-apoptotischen 
Proteine der Bcl-2-Familie und der PI3K/Akt-Signalweg als potentielle, molekulare Ziele in 
vitro und in vivo identifiziert und anhand von primären B-NHL-Proben validiert. Eine 
Kombinationstherapie von Rituximab mit BH3-Mimetika oder PI3K-Inhibitoren könnte somit 
die Effizienz der Therapie von B-NHL-Patienten verbessern (Abb. 4.2). Außerdem kann die 
Expression der anti-apoptotischen Proteine und die Aktivierung des PI3K-Signalweges als 
prädiktive molekulare Marker verwendet werden, um den Therapieerfolg von B-NHL-














Abbildung 4.2 Sensitivierung Rituximab-resistenter B-NHL gegenüber der Rituximab-induzierten 





In den letzten Jahren fokussierten sich verschiedene Arbeitsgruppen innerhalb präklinischer 
Untersuchungen auf die Entwicklung neuer Rituximab-Kombinationstherapien zur 
Sensitivierung resistenter B-NHL. Dabei wurde beobachtet, dass die Kombination von 
Rituximab mit dem mTOR-Inhibitor Rad001, mit dem Bcl-2-Antisense Oligonukleotid 





Inhibitor SAHA (suberoylanilide hydroxamic acid) resistente B-NHL in vitro und in vivo 
effektiv gegenüber Rituximab sensitiviert (Wanner et al., 2006; Zhao et al., 2007; Lenz et al., 
2007; Wang et al., 2008; Zhao et al., 2007; Ramanarayanan et al., 2004). Auch die 
Kombination von Rituximab mit anderen therapeutischen Antikörpern wird untersucht. 
Beispiele sind Antikörper gegen den Todesrezeptor TRAIL (tumor necrosis factor related 
apoptosis inducing ligand)-Rezeptor, Fas (CD95/Apo1), das MHC (major histocompatibility 
complex)-Klasse II-Molekül HLA-DR (human leukocyte antigen DR) oder das 
Zelloberflächenmolekül CD52 (Daniel et al., 2007; Stel et al., 2007; Tobin et al., 2007; 
Maddipatla et al., 2007; Smolewski et al., 2006). Die klinischen Studien der kommenden 
Jahre werden zeigen, ob eine oder mehrere dieser Strategien zu einer weiteren Verbesserung 
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